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Resumen 

Las antraciclinas son fármacos antineoplásicos ampliamente utilizados en el trata-

miento de varios tipos de cáncer, incluyendo tanto tumores sólidos como hematológi-

cos. A pesar de su eficacia, su uso se ve limitado por su efecto cardiotóxico. El au-

mento de los supervivientes de cáncer, especialmente pediátrico, ha provocado que 

cada vez haya más personas con cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. Por este 

motivo, es necesaria la búsqueda de nuevos modelos de enfermedad relevantes para 

comprender la fisiopatología del daño cardíaco inducido por antraciclinas, así como el 

desarrollo de nuevas terapias cardioprotectoras que permitan el uso de las antracicli-

nas evitando su efecto cardiotóxico.  

En este trabajo se ha estudiado, por una parte, la susceptibilidad al daño por doxorru-

bicina (una de las principales antraciclinas empleadas en clínica) de cardiomiocitos 

obtenidos a partir de células madre pluripotentes inducidas derivadas de pacientes 

pediátricos oncológicos que experimentaron cardiotoxicidad causada por antracicli-

nas. Los cardiomiocitos de los pacientes fueron tratados con doxorrubicina y se eva-

luaron diferentes parámetros, incluyendo la viabilidad, apoptosis, estrés oxidativo, 

daño genómico, daño mitocondrial, desorganización sarcomérica, etc. comparándolos 

con cardiomiocitos control. Nuestros resultados mostraron que estos cardiomiocitos 

recapitulan la susceptibilidad a la doxorrubicina observada en los pacientes, constitu-

yendo un buen modelo de enfermedad para estudiar los mecanismos de cardiotoxici-

dad de la doxorrubicina o el cribado de fármacos. 

Por otra parte, se ha evaluado el papel cardioprotector de un miARN, el miR-4732-3p, 

frente al daño inducido por antraciclinas. Este miARN está desregulado en pacientes 

con cáncer de mama que sufrieron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. Para 

comprobar su efecto cardioprotector, este miARN fue sobreexpresado en células car-

díacas de rata, las cuales fueron tratadas con doxorrubicina, observándose que incre-

mentaba la supervivencia de las células y reducía el estrés oxidativo. También se es-

tudió la cardioprotección in vivo en un modelo de cardiotoxicidad inducida por doxorru-

bicina en rata, observando que mejora la función cardíaca, reduce la fibrosis intersticial 

y el estrés oxidativo. Además, se hizo un estudio de los posibles genes diana de este 

miARN. En su conjunto, nuestros resultados muestran que el miR-4732-3p tiene un 

efecto cardioprotector frente al daño por doxorrubicina, y podría ser una herramienta 

terapéutica para el tratamiento del daño cardíaco causado por las antraciclinas.  
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Summary 

Anthracyclines are drugs widely used in the treatment of several types of cancer, in-

cluding both solid tumors and hematologic malignancies. Despite its proven efficacy, 

its use is hampered by its cardiotoxic effect. The increase in cancer survivors, espe-

cially pediatric, has led to more and more people with anthracycline-induced cardio-

toxicity. Therefore, it is necessary to search for new relevant disease models to better 

understand the physiopathology of cardiac damage-induced by anthracyclines, as well 

as the development of new cardioprotective therapies that allow the clinic use of an-

thracyclines avoiding their cardiotoxic effect. 

In this work we have studied, on the one hand, the susceptibility against doxorubicin 

damage (major anthracycline used in clinic) of cardiomyocytes obtained from induced 

pluripotent stem cells derived from oncology pediatric patients that underwent cardio-

toxicity-induced by anthracyclines. Cardiomyocytes from these patients were treated 

with doxorubicin, and we evaluated several parameters, including cell viability, apop-

tosis, oxidative stress, genomic damage, mitochondrial damage, sarcomere disorgan-

ization, etc. comparing the results with control cardiomyocytes. Our results showed 

that these cardiomyocytes recapitulate the susceptibility against doxorubicin observed 

in the patients, making them a good disease model to study cardiotoxicity mechanisms 

of doxorubicin or drug screening. 

On the other hand, we evaluated the cardioprotective role of one miRNA, miR-4732-

3p, against doxorubicin-induced damage. This miRNA is dysregulated in breast cancer 

patients that suffered cardiotoxicity-induced by anthracyclines. To test its cardiopro-

tective effect, this miRNA was overexpressed in rat cardiac cells that were treated with 

doxorubicin, showing an increment of cell survival and a reduction of oxidative stress 

levels. We also studied in vivo cardioprotection in a doxorubicin-induced cardiotoxicity 

model in rat, showing an improvement in cardiac function, reduced interstitial fibrosis 

and reduced oxidative stress levels. Moreover, we studied possible target genes of this 

miARN. Overall, our results showed that miR-4732-3p has a cardioprotective role 

against doxorrubicin-induced damage and could be used as a therapeutic tool for treat-

ment of cardiac damage caused by anthracycline. 
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Resum 

Les antraciclines són fàrmacs antineoplàstics àmpliament utilitzats en el tractament de 

diversos tipus de càncer, incloent tant tumors sòlids com hematològics. Tot i la seva 

eficàcia, el seu ús es veu limitat pel seu efecte cardiotòxic. L’augment dels supervi-

vents de càncer, especialment pediàtric, ha provocat que cada cop hi hagi més perso-

nes amb cardiotoxicitat induïda per antraciclines. Per aquest motiu, cal cercar nous 

models de malaltia rellevants per comprendre la fisiopatologia del dany cardíac induït 

per antraciclines, així com el desenvolupament de noves teràpies cardioprotectores 

que permetin l’ús de les antraciclines evitant-ne l’efecte cardiotòxic. 

En aquest treball s’ha estudiat, d’una banda, la susceptibilitat al dany per doxorrubicina 

(una de les principals antraciclines emprades en clínica) de cardiomiòcits obtinguts a 

partir de cèl∙lules mare pluripotents induïdes derivades de pacients pediàtrics oncolò-

gics que van experimentar cardiotoxicitat causada per antraciclines. Els cardiomiòcits 

dels pacients van ser tractats amb doxorrubicina i es van avaluar diferents paràmetres, 

incloent-hi la viabilitat, apoptosi, estrès oxidatiu, dany genòmic, dany mitocondrial, 

desorganització sarcomèrica, etc. comparant-los amb cardiomiòcits control. Els nos-

tres resultats van mostrar que aquests cardiomiòcits recapitulen la susceptibilitat a la 

doxorrubicina observada en els pacients, constituint un bon model de malaltia per es-

tudiar els mecanismes de cardiotoxicitat de la doxorrubicina o el cribratge de fàrmacs. 

D'altra banda, s'ha avaluat el paper cardioprotector d'un miARN, el miR-4732-3p, da-

vant del dany induït per antraciclines. Aquest miARN està desregulat en pacients amb 

càncer de mama que van patir cardiotoxicitat induïda per antraciclines. Per comprovar 

el seu efecte cardioprotector, aquest miARN va ser sobreexpressat en cèl·lules cardí-

aques de rata, les quals van ser tractades amb doxorrubicina, observant-se que incre-

mentava la supervivència de les cèl·lules i reduïa l'estrès oxidatiu. També es va estu-

diar la cardioprotecció in vivo en un model de cardiotoxicitat induïda per doxorrubicina 

en rata, observant que millora la funció cardíaca, redueix la fibrosi intersticial i l'estrès 

oxidatiu. A més, es va fer un estudi dels possibles gens diana d'aquest miARN. En 

conjunt, els nostres resultats mostren que el miR-4732-3p té un efecte cardioprotector 

davant el dany per doxorrubicina, i podria ser una eina terapèutica per al tractament 

del dany cardíac causat per les antraciclines. 
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1. La cardiotoxicidad inducida por antraciclinas  

Las antraciclinas son fármacos antineoplásicos muy efectivos en el tratamiento de di-

ferentes tipos cáncer, incluyendo leucemias, linfomas, mama, riñón, ovarios, etc. Sin 

embargo, su uso está limitado debido a los efectos secundarios que generan en los 

pacientes, siendo el más grave la cardiotoxicidad.  

 

1.1 Descubrimiento y tipos de antraciclinas 

Las antraciclinas son producidas en la naturaleza por bacterias del género Streptomy-

ces. Las primeras antraciclinas descubiertas fueron las rodomicinas, las cuales tienen 

un potente efecto antibiótico sobre Staphilococcus aureus1. No obstante, las antraci-

clinas destacan por su potente efecto anticancerígeno. Las antraciclinas mejor carac-

terizadas son la daunorrubicina y la doxorrubicina. La daunorrubicina fue aislada en 

1960 en Italia a partir de bacterias de la especie Streptomyces peucetius y se descu-

brió que poseía efecto antitumoral en ratones2,3. Durante la década de 1960 comen-

zaron los ensayos clínicos con la daunorrubicina, mostrando que era efectiva en el 

tratamiento de la leucemia y el linfoma4. No obstante, en un estudio sobre el efecto de 

la daunorrubicina en leucemia pediátrica realizado en 1967 ya se relacionó este fár-

maco con la cardiotoxicidad en forma de taquicardia y fallo cardíaco5.  

Más adelante se descubrió que pequeños cambios en la estructura de la daunorrubi-

cina podían producir cambios importantes en la actividad biológica del compuesto re-

sultante. Mediante mutagénesis al azar se modificó una cepa de S. peucetius produc-

tora de daunorrubicina y se obtuvo una nueva antraciclina llamada adriamicina, la cual 

paso a llamarse posteriormente doxorrubicina. Esta nueva antraciclina tan solo se di-

ferenciaba con la daunorrubicina en el cambio entre un grupo metilo por un alcohol 

primario en su cadena, pero demostró tener una actividad antitumoral más potente. 

No obstante, seguía teniendo como efecto secundario la cardiotoxicidad1,4,6.  

Durante las últimas décadas, el potencial antineoplásico de las antraciclinas junto al 

hecho de que tienen como principal efecto colateral la cardiotoxicidad ha motivado la 

búsqueda de nuevas antraciclinas que mejoren la actividad antitumoral de la dauno-

rrubicina o la doxorrubicina o la tolerancia cardíaca. Aunque se han generado cientos 

de análogos de la daunorrubicina y la doxorrubicina, tan solo han sido aprobadas para 

uso clínico por la administración de alimentos y medicamentos (FDA, por sus siglas 
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en inglés) de los Estados Unidos cuatro antraciclinas más: la epirrubicina, la idarrubi-

cina, la mitoxantrona y la valrrubicina7. En la figura 1 se pueden ver las estructuras 

químicas de las antraciclinas empleadas en clínica. 

 

 

Figura 1. Estructura química de las antraciclinas empleadas en el tratamiento del cáncer.  

 

A pesar de las limitaciones debidas a la cardiotoxicidad y el descubrimiento de nuevas 

antraciclinas, la daunorrubicina y la doxorrubicina continúan siendo fármacos de pri-

mera línea en el tratamiento de numerosos tipos de cáncer1, siendo esta última el 

antraciclina más utilizada de entre todas las aprobadas para uso clínico8. Por este 

motivo, esta tesis se ha centrado en el efecto cardiotóxico de la doxorrubicina.  

 

1.2 La cardiotoxicidad inducida por antraciclinas en pa-

cientes pediátricos 

El diagnóstico temprano y la mejora de las terapias antineoplásicas han incrementado 

significativamente el número de supervivientes de cáncer. De hecho, la supervivencia 

a los 5 años de pacientes oncológicos pediátricos es de aproximadamente el 85% en 

los países desarrollados8–11. No obstante, esto ha provocado que cada vez haya más 

supervivientes de cáncer pediátrico padeciendo los efectos secundarios de los 
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tratamientos oncológicos, entre los cuales destaca la enfermedad cardíaca, que re-

presenta una importante causa de morbilidad y mortalidad12. La cardiotoxicidad es 

producida principalmente por el tratamiento con agentes cardiotóxicos como las an-

traciclinas o el trastuzumab, o por la radioterapia en áreas que involucren al corazón13 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Esquema general de la cardiotoxicidad inducida por los tratamientos antineoplásicos en pa-

cientes pediátricos. Adaptada de Leerink et al.13 

 

Tanto en pacientes pediátricos como en adultos la disfunción cardíaca es la secuela 

cardíaca provocada por el tratamiento del cáncer aguda y tardía más descrita. La car-

diotoxicidad inducida por antraciclinas puede ir desde una disfunción ventricular iz-

quierda subclínica hasta el fallo cardíaco12. Esto ha hecho que, a lo largo de los años, 

se hayan utilizado diferentes definiciones de la disfunción cardíaca inducida por el 
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tratamiento contra el cáncer14. No obstante, en 2014 se llegó a un consenso para 

definir la disfunción cardíaca inducida por el tratamiento contra el cáncer por parte de 

la Sociedad Americana de Ecocardiografía y de la Sociedad Europea de Imagen Car-

diovascular. Esta se definió como una bajada de la fracción de eyección ventricular 

izquierda (FEVI) mayor de 10 puntos porcentuales, hasta llegar a un valor de FEVI 

menor del 53% (valor de referencia normal para la ecocardiografía de dos dimensio-

nes)15,16. Otras formas de enfermedad cardiovascular atribuibles al tratamiento del 

cáncer incluyen la enfermedad isquémica, enfermedad de las válvulas cardíacas, en-

fermedad pericárdica, arritmias, hipertensión, tromboembolismos, enfermedad vascu-

lar periférica e hipertensión pulmonar17. 

La cardiotoxicidad inducida por las antraciclinas puede ser aguda o crónica18,19. La 

cardiotoxicidad aguda se manifiesta durante la primera semana después de recibir la 

primera dosis de antraciclinas. La cardiotoxicidad crónica se puede subclasificar en 

temprana, apareciendo los síntomas entre una semana y un año después de comen-

zar el tratamiento con antraciclinas, o tardía, que se produce a partir de un año de 

comenzar el tratamiento, pudiendo manifestarse décadas más tarde de la última dosis 

de antraciclinas.  

La cardiotoxicidad aguda en pacientes adultos es de aproximadamente el 11%20. Las 

manifestaciones incluyen dolor en el pecho debida a la miopericarditis y las arritmias. 

En los pacientes pediátricos también se han descrito arritmias transitorias en el caso 

de la cardiotoxicidad aguda, generalmente transitorias y subclínicas. La incidencia de 

las arritmias es de aproximadamente el 24% en adultos durante las primeras 24 horas 

de la infusión con doxorrubicina, mientras que la prevalencia en niños se desconoce21. 

Otra manifestación de cardiotoxicidad aguda observada en aproximadamente el 50% 

de los pacientes pediátricos con leucemia linfoblástica aguda, tratados con dosis mo-

deradas de antraciclinas son las elevaciones de troponina relacionadas con el daño 

en el miocardio22.  

La cardiotoxicidad temprana en pacientes pediátricos está menos documentada. En 

un estudio llevado a cabo por Getz et al. se estudió la incidencia de la cardiotoxicidad 

en 1022 pacientes pediátricos con leucemia linfoblástica aguda tratados con elevadas 

dosis de antraciclinas23. Se llevó a cabo un seguimiento de los pacientes durante 5 

años y, durante ese tiempo, aproximadamente el 12% de los pacientes experimentó 

enfermedad sistólica ventricular izquierda. Además, más del 70% de los pacientes que 

experimentó cardiotoxicidad lo hizo durante el tratamiento con antraciclinas.  
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La prevalencia de la cardiotoxicidad tardía entre los supervivientes de cáncer pediá-

trico es variable debido a las diferentes definiciones de esta, los métodos de detección, 

el tipo de cáncer y el diseño de los estudios. No obstante, se estima que la frecuencia 

de la disfunción cardíaca sintomática es de hasta el 16% de los pacientes expuestos 

a antraciclinas y en más del 50% hay evidencias ecocardiográficas de alteraciones 

subclínicas de la capacidad contráctil ventricular izquierda24,25.  

El riesgo de la cardiotoxicidad está incrementado en todos los supervivientes de cán-

cer pediátrico, pero es mucho mayor en aquellos supervivientes que recibieron eleva-

das dosis de agentes cardiotóxicos, como elevadas dosis de antraciclinas y radiotera-

pia en zonas que afecten al corazón. Aunque ha sido demostrado que el efecto car-

diotóxico de la doxorrubicina es dosis-dependiente, en el estudio Childhood Cancer 

Survivor Study se observó que no hay una dosis segura de antraciclinas25. En este 

estudio se hizo un seguimiento de 14385 supervivientes de cáncer pediátrico durante 

5 años y se determinó que el riesgo de desarrollar fallo cardíaco con una dosis de 

doxorrubicina <250 mg/m2 era 2,4 veces superior que en pacientes que no recibieron 

antraciclinas. Este riesgo se incrementa a 5,2 veces para aquellos pacientes que re-

cibieron ≥250 mg/m2 (Figura 3). Otros factores de riesgo para el desarrollo de cardio-

toxicidad incluyen el sexo femenino, edad temprana de exposición (< 5 años) y facto-

res de riesgo cardiovascular tradicionalmente relacionados con la edad como la hiper-

tensión, obesidad, dislipemia o diabetes9. 

 

 

Figura 3. Incidencia acumulada de diferentes enfermedades cardíacas entre supervivientes de cáncer 

pediátrico en función de la dosis de antraciclinas recibida.  
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1.3 Detección de la cardiotoxicidad 

1.3.1 Técnicas de imagen 

En la actualidad, la técnica más comúnmente utilizada para monitorear la función car-

díaca en pacientes administrados con antraciclinas es la ecocardiografía 2D. La ma-

yoría de las guías clínicas recomiendan monitorear la función cardíaca antes del tra-

tamiento con antraciclinas, durante este y años después de la última dosis de antraci-

clinas8. La ecocardiografía 2D tiene la ventaja de que no es una técnica invasiva, es 

ampliamente disponible, económica y no expone a los pacientes a rayos-X o agentes 

de contraste26. No obstante, es importante destacar que puede haber una gran varia-

bilidad en la obtención e interpretación de las imágenes obtenidas por ecocardiografía, 

por lo que se requiere personal especializado para su realización27. Además, es posi-

ble que no pueda detectar disfunción miocárdica subclínica, perdiendo valor predictivo 

a la hora de identificar pacientes pediátricos con elevado riesgo de desarrollar una 

enfermedad cardiovascular sintomática en el futuro.  

En los últimos años se han desarrollado nuevas modalidades de ecocardiografía para 

reducir la variabilidad entre los diferentes observadores, como la ecocardiografía 3D. 

La ecocardiografía 3D permite adquirir mejores imágenes y la implementación de aná-

lisis automáticos de estas para evaluar la FEVI y los volúmenes cardíacos28. No obs-

tante, esta modalidad y la habilidad para interpretarla no está tan ampliamente dispo-

nible como la modalidad en 2D.  

Como alternativa a la ecocardiografía, la resonancia magnética cardíaca (RMC) ha 

sido utilizada para monitorizar la cardiotoxicidad en pacientes oncológicos pediátricos 

y supervivientes29,30. La RMC mejora la precisión y reproducibilidad a la hora de eva-

luar la función cardíaca. Además, mediante el uso de contrastes es capaz de detectar 

fibrosis miocárdica asociada con el daño en el miocardio, detectar daño subendocár-

dico y alteraciones de la FEVI subclínicas29,30. Como contrapartida, la RMC no está 

tan ampliamente disponible como la ecocardiografía y es más cara. No obstante, las 

ventajas frente a la ecocardiografía convencional pueden convertirla en la técnica de 

elección para la detección de la cardiotoxicidad en pacientes de alto riesgo en el fu-

turo31. 
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1.3.2 Biomarcadores sanguíneos 

Junto con las técnicas de imagen también se utilizan marcadores sanguíneos de daño 

cardíaco, los cuales puedan predecir o diagnosticar la cardiotoxicidad inducida por 

antraciclinas. Las troponinas cardíacas T e I (cTnT y cTnI) son dos proteínas que for-

man parte del complejo proteico necesario para la contracción del músculo cardíaco. 

Estas proteínas solo se encuentran en los cardiomiocitos, por lo que son empleadas 

comúnmente como biomarcadores para cualquier evento que produzca daño o muerte 

de los cardiomiocitos y se utilizan para predecir la mortalidad de pacientes con fallo 

cardíaco8. Las antraciclinas causan daño en los cardiomiocitos y producen liberación 

de troponinas al torrente sanguíneo. Algunos estudios han demostrado que las con-

centraciones de troponina en sangre se incrementan de forma aguda en pacientes 

pediátricos tras recibir antraciclinas y esas elevaciones se correlacionan con una ba-

jada de la FEVI32. No obstante, otros estudios no han encontrado una asociación entre 

la elevación de troponina en sangre y la disfunción ventricular izquierda en supervi-

vientes de cáncer pediátrico33. 

Otro posible biomarcador de interés es el péptido natriurético cerebral (BNP), ya que 

este es producido por los ventrículos en respuesta al estrés y se sus niveles sanguí-

neos se han visto aumentados en pacientes con fallo cardíaco34. El péptido N terminal 

del BNP (NT-proBNP) también se secreta junto con el BNP y es más interesante como 

biomarcador al tener una vida media más larga. Los niveles en suero de NT-proBNP 

han sido relacionados con un aumento en los niveles de troponina y con una fracción 

de acortamiento reducida tras el tratamiento con antraciclinas22. En otro estudio, se 

ha visto que en supervivientes de leucemia pediátrica las concentraciones elevadas 

de NT-proBNP pueden detectar la cardiotoxicidad antes que los cambios ecocardio-

gráficos35. 

Aunque las troponinas cardíacas y el BNP han resultado prometedores para detectar 

la cardiotoxicidad subclínica durante el tratamiento del cáncer, su valor predictivo con 

relación a la cardiotoxicidad aguda y crónica es limitado. Por este motivo, es necesaria 

la búsqueda de nuevos biomarcadores que puedan medirse fácilmente en suero. Re-

cientemente se ha descrito el posible uso de miARNs circulantes en suero como nue-

vos biomarcadores de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas36,37. 
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1.3.3 Variantes genéticas asociadas con la cardiotoxicidad inducida 

por antraciclinas 

En los últimos años, muchos estudios llevados a cabo en pacientes pediátricos han 

identificado variantes genéticas asociadas a la cardiotoxicidad inducida por antracicli-

nas (Tabla 1)11. Se han identificado >20 genes con polimorfismos de un solo nucleó-

tido (SNPs), relacionados con daño en el ADN, transporte de fármacos, defensa frente 

al estrés oxidativo, metabolismo del hierro y función del sarcómero. Por ejemplo, la 

variante en el gen RARG SNP rs2229774 está relacionada con una mayor sensibilidad 

a la cardiotoxicidad y se cree que es debido a que no reprime la expresión del gen 

TOP2B como la variante silvestre38. Otras variantes conceden resistencia a la cardio-

toxicidad, como la variante de SLC28A3 rs7853758539.  

 

Tabla 1. Estudios que han identificado variantes genéticas asociadas con la cardiotoxicidad inducida 

por antraciclinas en pacientes pediátricos clasificados por el mecanismo de cardiotoxicidad con el que 

podrían estar relacionados. Adaptado de Mancilla et al.11 
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La sensibilidad a la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas es un proceso fisiopato-

lógico complejo. Hay muchos factores diferentes que pueden influir en el eventual 

desarrollo de una enfermedad cardiovascular, incluyendo la dosis de antraciclinas su-

ministrada, su uso junto con otros agentes cardiotóxicos, la presencia de otros factores 

de riesgo cardiovascular o la predisposición genética. Por este motivo, es necesario 

el uso de algoritmos multifactoriales para evaluar cada caso de forma personalizada 

y poder tomar decisiones clínicas al respecto en lo relativo a la dosis de antraciclinas 

o el posible uso de agentes cardioprotectores. 

 

1.4 Mecanismos de cardiotoxicidad de las antraciclinas 

Los mecanismos mediante los cuales las antraciclinas producen cardiotoxicidad no se 

conocen completamente. La antraciclina más estudiada en lo que respecta a los me-

canismos de cardiotoxicidad es la doxorrubicina y algunos de los más estudiados son 

la generación de especies reactivas de oxígeno, la apoptosis, el daño genotóxico o el 

daño mitocondrial.  

 

1.4.1 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo es el mecanismo más estudiado de cardiotoxicidad inducida por 

antraciclinas. Este se produce cuando hay un desequilibrio entre la generación de es-

pecies reactivas del oxígeno (ROS) y el nitrógeno (RNS) y los mecanismos antioxi-

dantes, los cuales existen a niveles relativamente bajos en el corazón comparado con 

otros órganos40. Durante los últimos 30 años se han postulado diferentes mecanismos 

moleculares para la generación de especies reactivas y su efecto dañino en el mio-

cardio. A continuación, se describen algunos de esos mecanismos. 

Producción de ROS dependiente de NOS 

Las óxido nítrico sintasas (NOS) son enzimas que producen óxido nítrico (NO), me-

diante la oxidación de L-arginina. Hay tres isoformas distintas de NOS: la NOS neuro-

nal (nNOS) y la NOS endotelial (eNOS), ambas expresadas constitutivamente; y la 

NOS inducible, llamada iNOS41. Se ha visto que la doxorrubicina puede unirse a la 

eNOS reductasa e inducir la formación del radical DOX-semiquinona, que se reduce 

para producir superóxido. Esta unión produce un desequilibrio, disminuyendo los ni-

veles de NO y aumentando los de superóxido, produciendo cardiotoxicidad42. Por otra 
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parte, también se ha comprobado que la doxorrubicina aumenta la expresión de la 

iNOS e induce la formación de nitrotirosina, un reactivo que aumenta la producción de 

superóxido mitocondrial43.  

Producción de ROS dependiente de NAPDH 

Las NAPDH oxidasas (NOX) son enzimas que producen superóxido y, de manera se-

cundaria, también producen otras ROS como el peróxido de hidrógeno44. Se ha visto 

que las NOX son utilizadas como fuente de generación de ROS en el corazón45. Las 

NOX producen el radical DOX-semiquinona al catalizar la transferencia de un electrón 

desde el NAPDH a la doxorrubicina, de manera similar a la vía de generación de ROS 

mediante NOS. Estos ROS generados por la interacción entre la NOX y la doxorrubi-

cina contribuyen de manera significativa al remodelado cardíaco y alteran la contrac-

tibilidad del corazón. 

Producción de ROS dependiente de hierro 

La doxorrubicina tiene afinidad con el hierro y es capaz de formar complejos DOX-Fe. 

Los complejos DOX-Fe interaccionan con los radicales libres de oxígeno y promueven 

la generación de más ROS46. No obstante, nuevos estudios parecen indicar que los 

complejos DOX-Fe tienen un impacto menor en la producción de ROS, siendo más 

perjudicial la acumulación de Fe en los cardiomiocitos47. La homeostasis del hierro 

celular es regulada por los elementos de respuesta al hierro (IREs) y las proteínas 

reguladoras de hierro (IRPs). Los IRPs se unen a los IREs localizados en los ARNms 

que codifican las proteínas involucradas en la captación, acumulación y exportación 

de hierro40. Cuando los niveles intracelulares de hierro son altos, se forman complejos 

[4Fe-4S] que activan la aconitasa, la cual se une a los IRPs e impide su unión a los 

IREs. Cuando la doxorrubicina o su metabolito el doxorrubicinol unen hierro, lo retiran 

de los complejos [4Fe-4S], estabilizando el ARNm que codifica la proteína de capta-

ción de hierro, la transferrina, y evitan la traducción de la proteína de unión de hierro, 

la ferritina, alterando el metabolismo del hierro al promover su acumulación intracelu-

lar48. 

Peroxidación de lípidos 

Los ROS producidos por la doxorrubicina inducen la peroxidación de lípidos en los 

cardiomiocitos49. Tanto in vitro como in vivo se puede observar que la doxorrubicina 

produce un aumento de los productos secundarios de la peroxidación de lípidos, el 

malondialdehído y el 4-hidroxinonenal (4-HNE). Los grupos peroxilo producidos en los 
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fosfolípidos de la membrana son muy reactivos, iniciando una cascada de eventos 

oxidativos en fosfolípidos adyacentes que se auto propaga al generar nuevos grupos 

peroxilo. Si los sistemas de defensa frente al estrés oxidativo de la célula no son ca-

paces de detener el proceso, la peroxidación de fosfolípidos continua y daña seria-

mente la célula llevando a la muerte celular50.  

 

1.4.2 Daño mitocondrial 

La mitocondria juega un papel fundamental en los procesos de apoptosis, necrosis y 

autofagia, y representa una de las principales dianas de la cardiotoxicidad inducida 

por antraciclinas. La doxorrubicina aumenta los niveles de estrés oxidativo en las mi-

tocondrias40. La doxorrubicina es una molécula catiónica y, dentro de las mitocondrias, 

se une de manera irreversible al fosfolípido aniónico cardiolipina. La cardiolipina par-

ticipa en la cadena de transporte electrónico y también tiene un papel importante en 

la apoptosis. La unión entre la doxorrubicina y la cardiolipina produce su peroxidación, 

lo que lleva a la liberación del citocromo C de la mitocondria, induciendo apoptosis 

dependiente de caspasas, desacopla la cadena de transporte electrónico y produce la 

apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial51.  

La doxorrubicina también altera el metabolismo de las mitocondrias. Se ha visto que 

la doxorrubicina disminuye la oxidación de ácidos grasos e incrementando el metabo-

lismo de la glucosa, produciendo un cambio entre el metabolismo aerobio a un meta-

bolismo anaerobio52. Por último, se ha visto que la doxorrubicina altera la biogénesis 

de las mitocondrias y la mitofagia53. 

 

1.4.3 Daño en el ADN 

Otro de los mecanismos de cardiotoxicidad de la doxorrubicina se basa en su interac-

ción con la topoisomerasa-IIβ (Top2β). Esta enzima participa en los cambios topoló-

gicos del ADN durante la transcripción genética, es particularmente abundante en los 

cardiomiocitos y se expresa de forma constitutiva54. La doxorrubicina se une a la 

Top2β y forma un complejo ternario DOX-Top2β-ADN que induce roturas de doble 

cadena en el ADN, produciendo la muerte de los cardiomiocitos55. En 2012, para es-

tudiar el papel de la Top2β en la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas Zhang et 

al. utilizaron una cepa de ratones que no expresaba Top2β en el corazón56. El knock-
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out de Top2β en los ratones proporcionó resistencia a la cardiotoxicidad inducida por 

doxorrubicina. 

 

1.4.4 Alteración del flujo autofágico 

La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado que está involucrado en 

el mantenimiento de la homeostasis celular y la supervivencia bajo condiciones nor-

males y de estrés. Involucra la eliminación de proteínas y orgánulos dañados para 

evitar el daño celular y promover la supervivencia de las células. Es un proceso pro-

tector y su función está altamente regulada para responder correctamente a los dife-

rentes estímulos57. Se ha visto que la autofagia esta desregulada en diferentes proce-

sos, incluyendo cardiopatía isquémica y fallo cardíaco58,59. Se ha visto que la doxorru-

bicina altera la expresión de diversos genes relacionados con la autofagia. En un es-

tudio llevado a cabo por Li et al. se observó que la doxorrubicina produce un bloqueo 

del flujo autofágico tanto in vivo como in vitro. Este boqueo produce un incremento de 

autolisosomas parcialmente degradados, produciendo cardiotoxicidad60. 

 

1.4.5 Alteración del calcio 

La doxorrubicina produce un incremento de los niveles de calcio intracelular, lo que 

produce un aumento de ROS e induce apoptosis en los cardiomiocitos. Esto se debe 

a que durante el metabolismo de la doxorrubicina se produce el metabolito doxorrubi-

cinol, el cual induce a la quinasa dependiente de calcio/calmodulina tipo II (CaMKII), 

lo que origina una salida de calcio del retículo sarcoplásmico al citoplasma de los car-

diomiocitos. El aumento del calcio intracelular produce la desorganización de los sar-

cómeros, afectando a la capacidad contráctil de los cardiomiocitos, e induce necrosis 

y apoptosis mediada por calpaínas/caspasa-1261.  También se ha visto que la doxorru-

bicina produce la regulación a la baja de varios genes involucrados en la homeostasis 

del calcio, como la Ca2+ ATPasa, el receptor de rianodina 2 (RyR), el fosfolambano o 

la calsecuestrina62. 
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1.4.6 Apoptosis 

La apoptosis es una forma de muerte celular programada que se puede producir de 

manera fisiológica, pero también patológica en respuesta a diferentes tipos de es-

trés63. Como ya se ha comentado, la doxorrubicina puede activar la vía intrínseca de 

la apoptosis de diferentes maneras, incluyendo la generación de radicales libres, la 

generación de rupturas de doble cadena en el ADN, el daño en las mitocondrias, la 

alteración del flujo autofágico o la desregulación del calcio. Además, se ha visto que 

la doxorrubicina puede regular a la baja la vía de señalización de supervivencia de 

Akt, lo cual induce la activación de la caspasa-3, produciendo apoptosis64. 

Por otra parte, se ha demostrado que la doxorrubicina puede inducir la expresión tanto 

de los ARNms como de las proteínas de diferentes receptores de muerte, como 

TNFR1, Fas, DR4 o DR5, incrementando la apoptosis de los cardiomiocitos por la vía 

extrínseca65.  

En la figura 4 se puede ver un resumen de las diferentes vías por las cuales la do-

xorrubicina produce cardiotoxicidad en los cardiomiocitos. 

 

 

Figura 4. Diferentes mecanismos de acción de la doxorrubicina para inducir cardiotoxicidad en los car-

diomiocitos. Adaptada de Chakraborty et al.66 
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1.4.7 Fibrosis 

El tratamiento con doxorrubicina promueve la senescencia celular e induce la diferen-

ciación de los fibroblastos cardíacos a miofibroblastos, los cuales tienen un fenotipo 

pro-fibrótico67. En la cardiomiopatía inducida por doxorrubicina, se ha podido observar 

fibrosis intersticial y perivascular68. La fibrosis cardíaca mediada por doxorrubicina se 

produce como una consecuencia a la necrosis/apoptosis celular, y a una respuesta 

patológica a la producción de ROS69. También se ha visto que la doxorrubicina activa 

las metaloproteinasas (MMP) MMP-2 y MMP-9, que favorecen la formación de colá-

geno y, por tanto, la fibrosis miocárdica70,71. Estas MMPs también activan la vía de 

TGF-β y p-SMAD3, incrementando todavía más la deposición de colágeno72.  

 

 

1.5 Prevención de la cardiotoxicidad 

Las estrategias para prevenir la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas se basan en 

la mejora de los tratamientos oncológicos para disminuir la exposición a antraciclinas 

u otros tratamientos cardiotóxicos, el desarrollo de nuevas formulaciones de antraci-

clinas con un menor impacto en la salud cardiovascular, y el desarrollo de fármacos 

cardioprotectores. 

La encapsulación de la doxorrubicina en liposomas es una de las principales estrate-

gias para intentar disminuir su cardiotoxicidad, al mismo tiempo que se mejora la lle-

gada del fármaco al tumor. Las nanopartículas de doxorrubicina liposomal pegiladas 

(Doxyl) son un sistema que encapsula la doxorrubicina en liposomas con una cubierta 

de polietilenglicol, aunque uno de los principales inconvenientes es la posible dismi-

nución de la eficacia terapéutica a la hora de tratar el cáncer73. La doxorrubicina lipo-

somal pegilada ha sido utilizada desde el 2014 para el tratamiento del cáncer de mama 

y el cáncer de ovario en pacientes adultas y se ha visto que reduce significativamente 

la cardiotoxicidad de la doxorrubicina convencional74. No obstante, la dosis acumulada 

de doxorrubicina continúa siendo una preocupación clínica. En la actualidad su uso 

está aprobado para el tratamiento del cáncer de ovario en pacientes con tumores 

avanzados, refractarios y recurrentes siempre y cuando no haya elevado riesgo de 

cardiotoxicidad. Por otra parte, hay pocos estudios sobre el uso de doxorrubicina lipo-

somal en pacientes pediátricos75. 
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En cuanto al uso de agentes cardioprotectores, en los últimos años se han probado 

diferentes estrategias basadas en combatir los efectos perjudiciales de la doxorrubi-

cina, como por ejemplo el uso de agentes antioxidantes como la acetilcisteína, la coen-

zima Q10 o el carvedilol, pero ninguno de ellos ha sido claramente eficaz y, actual-

mente, ninguno de ellos se utiliza en la práctica clínica8. El único agente cardioprotec-

tor utilizado actualmente en clínica es el dexrazoxano. El dexrazoxano es un quelante 

de hierro, capaz de evitar la formación de complejos DOX-Fe76. No obstante, nuevas 

investigaciones han mostrado que el dexrazoxano también puede inhibir la interacción 

entre la topoisomerasa-IIβ y la doxorrubicina, limitando así el estrés genotóxico77. Se 

ha comprobado que un análogo del dexrazoxano capaz de unir hierro, pero no inter-

actuar con la Top2β, carecía del efecto cardioprotector en un modelo de cardiotoxici-

dad inducida por doxorrubicina en rata, indicando que este sería el mecanismo car-

dioprotector del dexrazoxano78. El uso del dexrazoxano está aprobado por la Agencia 

Europea del Medicamento y la Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. 

UU. para pacientes adultos recibiendo dosis de doxorrubicina superiores a 300 mg/m2 

79. En cuanto a su uso en pacientes pediátricos, la Agencia Europea del Medicamento 

aprueba el uso de dexrazoxano en aquellos pacientes que reciban dosis acumuladas 

de doxorrubicina superiores a 300 mg/m2 80. Además, en un trabajo reciente se ha 

reevaluado la evidencia disponible sobre el uso de dexrazoxano en pacientes pediá-

tricos recibiendo antraciclinas y se ha llegado a la conclusión de que, dado el riesgo 

dosis-dependiente de la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, los beneficios del 

uso de dexrazoxano superan los riesgos de posibles neoplasmias cuando la dosis de 

doxorrubicina es igual o superior a 250 mg/m2, pero no hay evidencia suficiente de 

que ese sea el caso con dosis inferiores de doxorrubicina81. A pesar de los efectos 

beneficiosos del dexrazoxano, hoy en día sigue siendo necesaria la búsqueda de nue-

vas estrategias que disminuyan la cardiotoxicidad de las antraciclinas sin limitar su 

potencial terapéutico frente al cáncer, ya que las opciones terapéuticas en clínica son 

limitadas. 

En la figura 5 se muestran los diferentes mecanismos por los que la doxorrubicina 

afecta al metabolismo celular y la actividad cardioprotectora del dexrazoxano. 
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Figura 5. Efecto de la doxorrubicina sobre el metabolismo celular y mecanismos de cardioprotección 

del dexrazoxano. Adaptada de Nitiss et al.82 

 

2. Las células madre pluripotentes inducidas como 

modelos de enfermedad cardiovascular 

2.1 Concepto de célula madre y tipos de células madre 

Las células madre o células troncales (por su traducción del inglés stem cells) son 

células que se caracterizan por dos propiedades: la capacidad de auto-renovarse y la 

habilidad de diferenciarse a otros tipos celulares especializados83. Es decir, las células 

madre, después de dividirse, puede mantener sus propiedades como célula madre o 

entrar en un programa de diferenciación para dar lugar a nuevas células diferenciadas 

y especializadas. Durante el desarrollo embrionario, las células madre son capaces 

de formar células de todas las capas germinales, como el mesodermo, endodermo y 

ectodermo, mientras que en los organismos adultos las células madre participan en 

procesos de reparación frente a daños y en la renovación de órganos con mucho re-

cambio celular como la sangre, la piel o el intestino84. 

Las células madre se pueden clasificar basándose en su potencial o capacidad de 

diferenciación en cuatro categorías84,85 (Figura 6): 
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• Células madre totipotentes: son células capaces de diferenciarse a todos los 

tejidos embrionarios y también los extraembrionarios. Son células capaces por 

tanto de dar lugar a un organismo completo. Solo el zigoto y las células obteni-

das tras sus primeras divisiones (los blastómeros) tienen este potencial. 

• Células madre pluripotentes: estás células se pueden diferenciar a células de 

las tres capas germinales, pero no pueden producir tejidos extraembrionarios. 

Se incluyen las células de la masa celular interna de los blastocistos (a partir 

de las cuales se obtienen las células madre embrionarias o ESCs) y las células 

madre pluripotentes inducidas (iPSCs). 

• Células madre multipotentes: son células madre presentes en los tejidos adul-

tos y pueden dar lugar a diferentes tipos celulares dentro de un linaje especí-

fico. Por ejemplo, las células madre hematopoyéticas (HSC), las cuales pueden 

diferenciarse a los diferentes tipos celulares sanguíneos, o las células madre 

mesenquimales, que pueden diferenciarse a osteocitos, condrocitos y adipoci-

tos, entre otros tipos celulares. 

• Células madre unipotentes: son células madre que únicamente son capaces de 

diferenciarse a un tipo celular. Por ejemplo, las espermatogonias, que se dife-

rencian para dar lugar a los espermatozoides, o las células satélite del músculo 

esquelético. 

 

 

Figura 6. Diferentes niveles de potencial de las células madre. Adaptada de https://www.enzolifescien-

ces.com/science-center/technotes/2021/july/stem-cells-biomarkers/.  
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2.2 Contexto histórico de las células madre pluripotentes 

inducidas 

La creación de las células madre pluripotentes ha sido posible gracias a una serie de 

observaciones y al desarrollo tecnológico que se produjo a lo largo de seis décadas. 

Estos son: i) la demostración de que las células ya diferenciadas tienen la misma in-

formación genética que las células embrionarias gracias a los experimentos de trans-

ferencia nuclear; ii) el desarrollo de técnicas que permitieron obtener y cultivar líneas 

celulares pluripotentes; iii) y la observación de que los factores de transcripción son 

componentes clave en la determinación del destino celular y su expresión forzada 

permite cambiar de un tipo celular maduro a otro (lo que se conoce como transdife-

renciación).  

Transferencia nuclear y clonación 

Durante la década de 1950, Briggs y King desarrollaron la técnica de transferencia 

nuclear de células somáticas utilizando como modelo ranas de la especie Xenopus 

laevis, ya que los oocitos de estas ranas son muy grandes (1 mm de diámetro) por lo 

que eran más fáciles de manipular y estudiar. Gracias a los experimentos de transfe-

rencia nuclear se estudió el potencial de núcleos aislados de embriones y renacuajos 

que fueron trasplantados a oocitos enucleados. Estos trabajos mostraron que las cé-

lulas diferenciadas de los anfibios retenían la información genética necesaria para per-

mitir la generación de una rana clonada86,87. La conclusión de estos experimentos 

junto con nuevos descubrimientos fue que el desarrollo produce cambios epigenéticos 

reversibles en las células en lugar de cambios genéticos en el genoma durante el 

proceso de diferenciación celular. La culminación de estos experimentos se llevó a 

cabo gracias a la clonación del primer mamífero, la oveja Dolly, por parte de Wilmut y 

su equipo en 199788. En este trabajo, aparte de utilizar células embrionarias, también 

utilizaron células adultas, cuyos núcleos fueron utilizados para la transferencia nuclear 

y la clonación de ovejas, mostrando que incluso el genoma de células completamente 

especializadas es, a nivel genético, totipotente, siendo capaz de dar lugar a un orga-

nismo entero.  

Células pluripotentes y formación de híbridos 

Otro gran avance hacia el desarrollo de las iPSC fue el establecimiento de líneas ce-

lulares pluripotentes inmortales a partir de teratocarcinomas. Estas células se deno-

minaron células embrionales de carcinoma (ECC)89,90 y se descubrió que podían 
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cultivarse y mantener su pluripotencia91. En un estudio publicado por Miller y Ruddle 

en 1976 se descubrió que las ECCs se podían fusionar con células somáticas y que 

los híbridos resultantes adquirían las propiedades pluripotentes de las ECCs, mientras 

que perdían las características de célula somática92. La dominancia del estado pluri-

potente sobre el somático en las células híbridas llevo a plantear la existencia de fac-

tores en las ECCs que conferían el estado pluripotente.  

Las ECCs se pueden derivar de teratocarcinomas inducidos al trasplantar embriones 

tempranos de ratón en lugares histocompatibles. Esto llevó a tratar de aislar células 

pluripotentes de dichos embriones. A partir de células de la masa celular interna de 

blastocistos de ratón se lograron aislar las primeras células madre embrionarias de 

ratón93 y, más adelante, se aislaron células madre embrionarias de humano (hESC)94.  

La obtención de la primera línea de hESC en 1998 desató uno de los mayores debates 

éticos en la historia de la investigación: el estatus moral del embrión humano del que 

se derivan las hESCs, ya que para obtenerlas es necesario destruir embriones huma-

nos viables de 5 días pre-implantacionales. Los detractores del uso de hESC argu-

mentan que, como el embrión es capaz de desarrollarse en un ser humano, no es 

ética su destrucción para obtener las hESC. Hay quien considera que dichos embrio-

nes no poseen estatus moral en absoluto, mientras que otros consideran que su limi-

tado estatus moral es claramente sobrepasado por los potenciales beneficios que se 

podrían obtener de la investigación con hESC95. 

Factores de transcripción y cambios de linaje celular 

Los factores de transcripción asociados a un linaje celular específico ayudan a esta-

blecer y mantener la identidad celular durante el desarrollo al expresar genes especí-

ficos de linaje celular y reprimir la expresión de genes de otros tipos celulares96. El 

tercer principio que contribuyó al descubrimiento de las células pluripotentes inducidas 

fue el hecho de que se puede cambiar el destino de un tipo celular concreto al expresar 

ectópicamente factores de transcripción de otro tipo celular. La primera demostración 

de este principio fue la formación de miofibras musculares a partir de fibroblastos 

transducidos con vectores retrovirales expresando el factor de transcripción de 

músculo esquelético MyoD97. En años posteriores se realizaron otras transdiferencia-

ciones, como la conversión de fibroblastos en cardiomiocitos o incluso en neuronas, 

mostrando que las conversiones no estaban restringidas al mismo linaje o capa ger-

minal98,99. Estos experimentos crearon el marco intelectual necesario para la 
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búsqueda sistemática de factores de transcripción que pudieran inducir la conversión 

de células diferenciadas a células pluripotentes.  

Descubrimiento de las iPSC 

Las primeras iPSC fueron generadas por Yamanaka y Takahashi en 2006100. En su 

estudio, utilizaron fibroblastos adultos de ratón modificados para expresar un gen de 

resistencia bajo el locus de Fbxo15, un gen específico de ESC. Para identificar los 

factores transcripcionales capaces de reprogramar las células adultas a células pluri-

potentes sobreexpresaron, mediante vectores retrovirales, un conjunto de 24 factores 

asociados a la pluripotencia que pudieran activar el gen de resistencia. La combina-

ción de factores permitió la activación de Fbxo15 y la formación de colonias resistentes 

con morfología similar a las ESC. Mediante rondas sucesivas de eliminación de facto-

res individuales se logró identificar la combinación mínima de factores que podían in-

ducir la pluripotencia, llamados posteriormente los factores de Yamanaka: Klf4, Sox2, 

c-Myc y Oct4. Estas iPSC generadas mediante la selección por Fbxo15 expresaban 

en su superficie marcadores de pluripotencia como SSEA-1 y Nanog, eran capaces 

de generar teratomas en ratones y contribuían a la formación del embrión tras su in-

yección en blastocistos. En 2007 se produjeron las primeras hiPSC a partir de fibro-

blastos adultos humanos101.  

El descubrimiento de las hiPSC ha sido uno de los mayores avances en el campo de 

la biología y la medicina, ya que estas células, al contrario que las ESC, no tienen el 

problema ético asociado a la destrucción de embriones, permitiendo su uso para la 

investigación básica y traslacional con menos restricciones. Además, el hecho de que 

se puedan derivar hiPSC específicas de pacientes favorece su uso tanto para terapia 

celular, ya que se pueden realizar trasplantes autólogos, como para la investigación 

de enfermedades específicas del paciente y cribado de fármacos. 

Métodos de generación de iPS 

Las primeras iPSC generadas empleaban vectores retrovirales que se integraban de 

forma estable en el genoma de las células para inducir la expresión de c-Myc, Klf4, 

Oct4 y Sox2100,102. Los transgenes retrovirales generalmente se silencian hacia el final 

de la reprogramación103, pero este proceso era incompleto y acaba produciendo célu-

las parcialmente reprogramadas que continúan necesitando la expresión de los facto-

res exógenos y no activaban la expresión de los genes endógenos100,104. Además, la 

reactivación de los transgenes virales en las iPSC puede afectar a su potencial de 
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diferenciación y en muchas ocasiones lleva a la formación de tumores en quimeras 

animales100,102. Este problema es mucho mayor cuando se emplean vectores lentivi-

rales que expresan los factores de reprogramación de forma constitutiva105.  

Se han llevado a cabo diferentes aproximaciones para obtener iPSC libres de trans-

genes para evitar los posibles efectos perjudiciales derivados de la expresión descon-

trolada de los transgenes y la mutagénesis insercional. Esto es particularmente impor-

tante cuando se consideran las iPSC para su uso en clínica. Una de las formas de 

obtener iPSC sin integración de transgenes consiste en utilizar vectores que no se 

integran en el genoma de las células hospedadoras. Las primeras iPSC libres de in-

tegración se obtuvieron a partir de hepatocitos  de ratón empleando vectores adeno-

virales no integrativos103. Además, se han obtenido iPSC sin usar virus a partir de 

fibroblastos embrionarios de ratón usando plásmidos106. También se han reprogra-

mado fibroblastos humanos de forma no integrativa empleando el virus Sendai, ya que 

este virus permanece en el citoplasma tras la infección, tiene una elevada tasa de 

transducción y reprogramación y sus copias se diluyen tras múltiples pases, obte-

niendo iPSC libres de virus107,108. La eficiencia de la reprogramación empleando mé-

todos no integrativos es mucho menor que la conseguida con vectores integrativos, 

pero evitan la integración de los transgenes en el genoma de las iPSC y por ello son 

preferidos para su uso en investigación y en la clínica. 

Otros sistemas no integrativos que aumentan la seguridad de las iPSC utilizan siste-

mas no virales para su obtención. Entre ellos, están los sistemas basados en el ADN, 

como el uso de vectores circulares expresando los factores de Yamanaka109,110. Aun-

que las técnicas más comunes de reprogramación están basadas en el ADN y estas 

consiguen la reprogramación efectiva y eficiente de las células somáticas, son consi-

deradas menos seguras, ya que incluso en los sistemas no integrativos los fragmentos 

del ADN empleados en la reprogramación pueden terminar por insertarse en el ge-

noma111. Por este motivo, algunos grupos se han centrado en la búsqueda de métodos 

de reprogramación que no emplean ADN basados en el uso de ARNm112,113, 

miARN114, proteínas recombinantes115 o incluso moléculas químicas pequeñas116,117. 

En la figura 7 se muestran las principales ventajas y desventajas de los diferentes 

métodos de obtención de iPSC. 
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Figura 7. Principales ventajas y desventajas de los métodos de reprogramación de células somáticas 

integrativos y no integrativos. Adaptado de Belviso et al.111 

 

 

 

2.3 Aplicaciones de las células madre pluripotentes indu-

cidas en el ámbito de la biomedicina 

Como ya se ha comentado, las iPSC poseen importantes ventajas para su aplicación 

médica, ya que pueden ser derivadas directamente de los pacientes. Las iPSC y las 

células derivadas de estas poseen el mismo genoma que del paciente del que se ob-

tuvieron, proporcionando células somáticas específicas de pacientes que no podrían 

ser obtenidas de otra manera. Estas células poseen por tanto un gran potencial para 

el modelado de enfermedades, el descubrimiento de nuevos fármacos, ensayos toxi-

cológicos y también para un posible uso terapéutico en el contexto de la terapia celu-

lar118 (Figura 8).  
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Figura 8. Aplicaciones de las iPSC en el ámbito de la biomedicina. Adaptada de Rowe et al.119 

 

2.3.1 Uso de las iPSC en la terapia celular 

La diferenciación de iPSC de grado clínico en células somáticas o progenitores ha 

permitido el descubrimiento de nuevos tratamientos para un amplio rango de enfer-

medades consideradas intratables. En la actualidad hay varios ensayos clínicos en 

fase I y II que emplean terapias celulares basadas en el uso tanto de ESC como de 

iPSC humanas. Estas enfermedades incluyen enfermedades neurodegenerativas, 

trastornos oculares, infarto de miocardio, diabetes, enfermedades afectando al cartí-

lago o daño en la espina dorsal, entre otros120. 

En 2017 se llevó a cabo la primera terapia celular basada en iPSC para tratar la de-

generación macular121. En esta terapia se obtuvieron células epiteliales de retina que 

se prepararon a partir de iPSC derivadas de fibroblastos de la paciente, permitiendo 

llevar a cabo un trasplante autólogo de estas células en la retina de la propia paciente 

sin necesidad de utilizar inmunosupresores. La eficacia y la seguridad del trasplante 

se confirmó un año más tarde. El trasplante a partir de iPSC autólogas tiene la ventaja 

de evitar el rechazo por parte del sistema inmunológico, pero en la mayoría de los 

casos no es una estrategia posible para la población general, debido al tiempo, dinero 

y esfuerzo necesarios para generar las iPSC, confirmar su seguridad y diferenciarlas 

para trasplante. Otra posibilidad es la terapia celular basada en trasplantes 
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alogénicos. Actualmente se está generando una biblioteca de iPSC a partir de donan-

tes homocigotos para el antígeno leucocitario humano (HLA), esperando que esas 

células minimicen el rechazo tras el trasplante y puedan ser utilizadas para terapia 

celular122.  

 

2.3.2 Ensayos toxicológicos 

La mayor parte de los fármacos en desarrollo no llegan al mercado debido a efectos 

adversos en los humanos, siendo los más comunes la toxicidad cardiovascular, hepá-

tica y del sistema nervioso central123. La predicción de posibles efectos tóxicos en 

humanos en las etapas tempranas del desarrollo de fármacos disminuiría significati-

vamente los costes de desarrollo de fármacos, pero esto es difícil debido a la falta de 

muestras humanas para estudio. Las iPSC pueden suponer una solución a este pro-

blema, pudiendo diferenciarse a cardiomiocitos, hepatocitos o neuronas para poder 

ser utilizados como plataformas para ensayos toxicológicos.  

Hoy en día ya hay varios ejemplos de cómo los ensayos toxicológicos basados en 

iPSC pueden ayudar en el desarrollo de fármacos. Por ejemplo, Sharma et al. llevaron 

a cabo un cribado empleando un panel de 21 quimioterapéuticos inhibidores de qui-

nasas empleando líneas de iPSC de 11 pacientes sanos124, ya que se sabe que los 

fármacos inhibidores de quinasas pueden producir efectos cardiotóxicos, incluyendo 

disfunción ventricular izquierda, infarto de miocardio y arritmias125. El estudio reveló 

una buena correlación entre la cardiotoxicidad in vitro y la incidencia clínica de cardio-

toxicidad. Otro ejemplo es el trabajo llevado a cabo por Ware et al., en el que desarro-

llaron un sistema para estudiar la toxicidad hepática empleando un cocultivo de hepa-

tocitos humanos derivados de iPSC y fibroblastos embrionarios de ratón, para estudiar 

el efecto de 37 fármacos considerados hepatotóxicos, observando que la mayoría de 

ellos producían hepatotoxicidad in vitro en su sistema126.  

 

2.3.3 Modelado de enfermedades empleando iPSC derivadas de pa-

cientes 

Las iPSC derivadas de pacientes ha permitido la obtención de células que pueden 

usarse como modelo in vitro para un gran número de enfermedades para las cuales 

no había ninguno previamente. 
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Enfermedades neurales 

Las iPSC se han utilizado para el estudio de diversas enfermedades neurodegenera-

tivas, entre ellas la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), la enfermedad de Alzheimer y 

la enfermedad de Parkinson127. 

La ELA se caracteriza por la muerte de neuronas motoras, pero como los pacientes 

son diagnosticados en estadios tardíos de la enfermedad, faltan modelos humanos 

para el estudio del desarrollo de la ELA128. En 2008, se obtuvieron las primeras neu-

ronas motoras a partir de iPSC derivadas de pacientes con ELA129. Desde entonces, 

se han podido estudiar diversas mutaciones de la ELA usando modelos de iPSC. Se 

sabe que hay más de 30 mutaciones relacionadas con la ELA en el gen que codifica 

para la proteína-43 de unión al ADN Tar (TDP-43)130 y un estudio llevado a cabo por 

Egawa et al. demostró que las neuronas motoras obtenidas de iPSC derivadas de 

pacientes con mutaciones en el gen TDP-43 desarrollan agregados citosólicos protei-

cos como los observados post mortem en neuronas de pacientes con ELA131. También 

se ha relacionado el gen de la superóxido dismutasa 1 (SOD1) con la ELA y se ha 

podido comprobar que, al diferenciar iPSC con mutaciones en este gen a diferentes 

tipos neuronales, solo las neuronas motoras muestran agregados citoplasmáticos132. 

La enfermedad de Alzheimer se debe a un mal plegamiento del péptido β-amiloide y 

la proteína tau133. En un estudio llevado a cabo por Israel et al. se pudo comprobar 

que las neuronas de iPSC generadas de pacientes con Alzheimer familiar (con una 

duplicación del precursor del péptido β-amiloide) y pacientes con Alzheimer esporá-

dico tienen elevados niveles del péptido β-amiloide y tau134. Esto demostró que las 

iPSC derivadas tanto de pacientes con Alzheimer familiar como esporádico constitu-

yen un buen modelo para estudiar la enfermedad y el cribado de fármacos. Más ade-

lante, empleando neuronas obtenidas de iPSC con mutaciones en PS1 y PS2, ambos 

relacionados con la enfermedad de Alzheimer, se pudieron probar fármacos que re-

ducían efectivamente los niveles anormales del péptido β-amiloide135. 

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgi-

cas de la sustancia nigra y la acumulación de α-sinucleína mal plegada136. Empleando 

una línea de iPSC mutante para la α-sinucleína se ha podido comprobar que el factor 

de transcripción MEF2C se encuentra inhibido en neuronas dopaminérgicas con esta 

mutación, produciendo disfunción mitocondrial y apoptosis137. También se ha compro-

bado que las neuronas dopaminérgicas obtenidas de iPSC derivadas de pacientes 
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con enfermedad de Parkinson con mutaciones en la parkina tienen mayores niveles 

de estrés oxidativo y mayor liberación de dopamina138. 

  

Enfermedades hepáticas 

Las primeras iPSC derivadas de pacientes para estudiar enfermedades no neuronales 

fueron células tipo hepatocito (HLCs por sus siglas en inglés hepatocyte-like cells)139. 

Estas iPSC fueron derivadas de pacientes con trastornos metabólicos hereditarios que 

afectaban al hígado y las HLC generadas mostraron propiedades funcionales de los 

hepatocitos como la secreción de albúmina y el metabolismo del citocromo P-450, 

además de recapitular las patologías metabólicas que poseían los pacientes. Otros 

ejemplos de la recapitulación del fenotipo de enfermedades y el descubrimiento de 

fármacos incluyen el uso de HLC diferenciadas de iPSC de pacientes con enfermedad 

de Niemann-Pick140, que causa disfunción hepática, y citrulinemia de tipo 2, una en-

fermedad metabólica que afecta al ciclo de la urea y produce hígado graso141.  

 

Enfermedades cardíacas 

La generación de iPSC específicas de paciente, así como la capacidad de introducir 

mutaciones causantes de enfermedades en células silvestres a través de la edición 

génica han permitido el modelado de diversas enfermedades cardiovasculares142. En-

tre ellas, se encuentran el síndrome de QT largo143,144, la taquicardia ventricular poli-

mórfica catecolaminérgica145, la displasia ventricular derecha arritmogénica146, la car-

diomiopatía dilatada147, la cardiomiopatía hipertrófica148,149 o la cardiomiopatía isqué-

mica150. En estos casos los cardiomiocitos obtenidos de las iPSC (hiPSC-CM) recapi-

tulan las características de las patologías que poseen las personas de las que se ob-

tuvieron las células. De hecho, en nuestro grupo hemos modelado recientemente la 

enfermedad de transposición de los grandes vasos utilizando líneas iPSC específicas 

d pacientes, una enfermedad que constituye un tercio de todas las enfermedades con-

génitas y que tiene una etiología desconocida151. 

Las canalopatías monogénicas, como las que provocan el síndrome de QT largo, son 

relativamente fáciles de modelar, ya que afectan específicamente a los cardiomiocitos 

y los análisis para estudiar la función de los canales de iones están bien estableci-

dos143,152. Además, gracias a las nuevas herramientas de edición génica es posible 
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crear controles isogénicos reparando la mutación en iPSC de los pacientes o generar 

la mutación en iPSC silvestres153. 

Las iPSC también se han utilizado para modelar la cardiomiopatía dilatada. El primer 

estudio de esta enfermedad se basó en derivar cardiomiocitos a partir de pacientes 

con mutaciones en el gen TNNT2, que codifica la troponina cardíaca T, observándose 

que estos cardiomiocitos poseían una mayor desorganización sarcomérica y anorma-

lidades en la regulación del calcio147. Empleando este modelo se observó que la desor-

ganización sarcomérica podía mejorarse mediante el tratamiento con bloqueantes β-

adrenérgicos. En otro estudio llevado a cabo por Hinson et al. utilizan microtejidos 

elaborados a partir de hiPSC-CMs para estudiar la relación entre diferentes mutacio-

nes en la proteína sarcomérica titina y la cardiomiopatía dilatada154. 

Por lo que respecta a la cardiomiopatía hipertrófica, es una enfermedad que afecta a 

1 entre 500 personas de la población general y está causada por mutaciones que 

afectan a genes que codifican para proteínas del sarcómero155. Se han llevado a cabo 

investigaciones en hiPSC-CM derivados de pacientes con mutaciones en el gen 

MYH7, que codifica para la cadena pesada de la miosina149. Los cardiomiocitos con 

la mutación muestras mayor desorganización sarcomérica e hipertrofia, recapitulando 

el fenotipo de la enfermedad. Empleando este modelo se realizó un tratamiento con 

tricostatina A, un inhibidor de la histona deacetilasa, mejorando el fenotipo de la en-

fermedad, sugiriendo el potencial de este modelo para el descubrimiento de fárma-

cos156. 

Por otra parte, la cardiomiopatía isquémica se encuentra entre las causas más comu-

nes de morbilidad y mortalidad en el mundo157. En un estudio llevado a cabo por Redd 

et al. se empleó un modelo de daño por isquemia y reperfusión in vitro usando hiPSC-

CM. En este trabajo se estudió el papel del canal iónico sensor de ácido 1a (ASIC1a) 

en el daño por isquemia y reperfusión y se comprobó que el uso de inhibidores de 

dicho canal tiene un efecto cardioprotector150. 

A pesar de las ventajas en el uso de hiPSC-CM para el modelado de enfermedades, 

hay que tener en cuenta ciertas limitaciones. Una de las más importantes es la inma-

durez de los cardiomiocitos. Los cardiomiocitos producidos por la mayoría de los pro-

tocolos de cultivo en dos dimensiones son inmaduros, pareciéndose más a los cardio-

miocitos embrionarios158. Los hiPSC-CM son más pequeños que los cardiomiocitos 

adultos y carecen de su forma rectangular característica. Además, sus miofilamentos 
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están peor organizados y desarrollan menor fuerza contráctil que los cardiomiocitos 

adultos. Este estado inmaduro podría enmascarar algunos aspectos claves de los me-

canismos de las enfermedades159. Algunas estrategias para mejorar la madurez de 

los cardiomiocitos derivados de iPSC incluyen el cultivo prolongado, los cultivos en 

tres dimensiones, o los estímulos eléctricos y mecánicos160. Otro aspecto a tener en 

cuenta es la heterogeneidad celular del corazón. El corazón está formado principal-

mente por cuatro poblaciones de cardiomiocitos: ventriculares, auriculares, marcapa-

sos y células del sistema de conducción161. Muchos estudios han utilizado poblaciones 

de cardiomiocitos mixtas, lo que puede enmascarar la respuesta de las células obje-

tivo. No obstante, se han desarrollado protocolos para generar poblaciones enriqueci-

das en cardiomiocitos ventriculares, auriculares o incluso células marcapasos, permi-

tiendo modelar con mayor precisión enfermedades que afecten a diferentes áreas del 

corazón142. Por último, es importante tener en cuenta las poblaciones de células del 

corazón que no son cardiomiocitos, como los fibroblastos o las células endoteliales, 

que también pueden contribuir al fenotipo de las enfermedades cardíacas. Por ejem-

plo, el efecto perjudicial de la fibrosis en la función de los cardiomiocitos en diferentes 

enfermedades cardíacas está bien documentado162. Una manera de enfrentarse a 

este problema para el modelado de enfermedades se basa en la creación de microte-

jidos que combinen cardiomiocitos, fibroblastos y células endoteliales163,164.  

 

 

Descubrimiento de fármacos 

Los modelos basados en iPSC descritos arriba pueden utilizarse para el descubri-

miento de fármacos. Ya que las iPSC son capaces de recapitular el fenotipo de las 

enfermedades de los pacientes, es posible su utilización para el estudio de mecanis-

mos de acción y el descubrimiento de nuevos fármacos con potencial terapéutico. En 

la tabla 2 se muestran algunos estudios de gran escala para el descubrimiento de 

fármacos empleando hiPSC-CM. 
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Tabla 2. Ejemplos de estudios de gran escala para el descubrimiento de fármacos en hiPSC-CM. Adap-

tada de Hnatiuk et al.165 

 

2.3.4 Modelado de la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas em-

pleando iPSC 

Como ya se ha comentado anteriormente, los cardiomiocitos derivados de iPSC se 

emplean en ensayos toxicológicos de diversos fármacos, incluyendo el modelado de 

la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. Los cardiomiocitos derivados de iPSC 

han sido utilizados para comprender mejor los mecanismos de cardiotoxicidad de la 

doxorrubicina. Por ejemplo, en el trabajo llevado a cabo por Adamcova et al. se estudió 

el efecto de la doxorrubicina sobre las troponinas cardíacas en hiPSC-CM166. En su 

modelo se pudo comprobar que la doxorrubicina disminuía la expresión génica de los 

genes de la troponina cardíaca T y la I. Asimismo, produce una desorganización de la 

troponina cardíaca intracelular, produciendo cambios en la morfología celular, además 

de incrementar la permeabilidad de la membrana de los cardiomiocitos y producir una 

reorganización de la red mitocondrial. Los hiPSC-CM también han sido utilizados para 

estudiar las diferencias causadas por la doxorrubicina en la expresión de ARNm167,168, 

miARN169,170, proteínas171 e incluso estudios de metabolómica172. 
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Los cardiomiocitos derivados de hiPSC suponen una gran herramienta para el estudio 

de nuevos fármacos y terapias con efecto cardioprotector frente a la doxorrubicina. En 

un trabajo llevado a cabo por Jay et al. se pudo comprobar el efecto cardioprotector 

de la neuregulina-1β frente al daño inducido por doxorrubicina in vitro empleando 

hiPSC-CM173. En otro estudio llevado a cabo por Chatterjee et al. se estudió el efecto 

de la terapia génica con telomerasa para ver si su sobreexpresión en los cardiomioci-

tos confería protección frente a la doxorrubicina174. Empleando virus adeno-asociados 

(AAV) sobreexpresaron la telomerasa en cardiomiocitos tanto in vitro como in vivo y 

observaron que esta disminuía la apoptosis de los cardiomiocitos y mantenía la fun-

ción mitocondrial frente al tratamiento con doxorrubicina.  Otra aplicación interesante 

de los hiPSC-CM es su uso para los ensayos de cardiotoxicidad de nuevas formula-

ciones de doxorrubicina. En 2012 se llevó a cabo el primer estudio in vitro empleando 

hiPSC-CM para estudiar la seguridad cardíaca de una formulación de doxorrubicina 

liposomal dirigida al receptor de membrana HER2, observándose que el efecto en la 

viabilidad de los cardiomiocitos era prácticamente nulo, al contrario de lo observado 

con la doxorrubicina libre175. En otro estudio se demostró que la doxorrubicina encap-

sulada en dendrímeros de poliamidoamina no tenía efecto sobre hiPSC-CM en térmi-

nos de viabilidad, apoptosis, ni electrofisiología cardíaca176.  

En la mayoría de los estudios antes mencionados se han utilizado líneas de iPSC de 

donantes sanos. En 2016 Burridge et al. llevaron a cabo un innovador trabajo para 

estudiar si los cardiomiocitos obtenidos de iPSC derivadas de pacientes con cáncer 

de mama que experimentaron cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina recapitulan 

la predisposición al daño por doxorrubicina in vitro177. En el trabajo se pudo observar 

que los hiPSC-CM obtenidos de pacientes que experimentaron cardiotoxicidad eran 

más sensibles a la toxicidad inducida por doxorrubicina que los hiPSC-CM derivados 

de pacientes que no experimentaron cardiotoxicidad, mostrando una menor viabilidad 

celular, alteración de la función mitocondrial, desregulación del calcio y mayor estrés 

oxidativo. De este modo, las iPSC-CM derivadas de pacientes que han sufrido cardio-

toxicidad constituyen un buen modelo para la identificación y caracterización de la 

predisposición genética al daño por doxorrubicina, los mecanismos de cardiotoxicidad 

y búsqueda de biomarcadores y agentes cardioprotectores. Cabe destacar que se han 

llevado a cabo trabajos similares empleando hiPSC-CM de pacientes que experimen-

taron cardiotoxicididad frente a otros agentes cardiotóxicos, como el trastuzumab178. 
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Recientemente, se han empleado hiPSC-CM de pacientes tratados con antraciclinas 

que poseen polimorfismos en genes que confieren susceptibilidad o protección frente 

a las antraciclinas para comprender mejor el papel de estos polimorfismos en la car-

diotoxicidad inducida por antraciclinas. En el trabajo llevado a cabo por Christidi et al. 

en 2020 se estudió una variante sin sentido del gen RARG que había sido implicada 

en la susceptibilidad a la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina en un estudio ge-

nómico179. Se emplearon hiPSC-CM de pacientes con la variante que habían sufrido 

cardiotoxicidad y que poseían la variante sin sentido del gen RARG. Se observó que 

esos hiPSC-CM eran más susceptibles a la doxorrubicina que los hiPSC-CM de pa-

cientes que no experimentaron cardiotoxicidad. Además, se generaron controles iso-

génicos corrigiendo la mutación en el gen RARG en las líneas de hiPSC de los pa-

cientes, observando que esta corrección disminuía la susceptibilidad a la doxorrubi-

cina en los hiPSC-CM. En otro trabajo llevado a cabo por Magdy et al. en 2022 se 

estudió el papel cardioprotector de una variante en el gen SLC28A3, que codifica un 

transportador de solutos, en hiPSC-CM derivadas de pacientes tratados con antraci-

clinas poseedores de la variante cardioprotectora180. Se comprobó que las hiPSC-CM 

de los pacientes recapitulan la resistencia a la doxorrubicina. Gracias al estudio con 

estos hiPSC-CM se pudo comprobar que la expresión de SLC28A3 influye en la se-

veridad de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina. Además, se pudo identificar 

un inhibidor competitivo de los SLC, la desipramina, como un cardioprotector frente al 

daño por doxorrubicina. Estos trabajos muestran el potencial del uso de cardiomiocitos 

derivados de hiPSC para validar variantes genéticas asociadas a una mayor suscep-

tibilidad o resistencia al daño inducido por doxorrubicina, la búsqueda de nuevos me-

canismos de acción y también de nuevos posibles cardioprotectores.  

 

3. Los microARNs en la patología cardiovascular 

3.1 Descubrimiento de los microARNs y origen evolutivo 

Los microARNs (miARNs) son ARNs pequeños (~22 nucleótidos) no codificantes que 

inhiben la expresión proteica a nivel post-transcripcional al interactuar con los 

ARNm181.  

Los primeros miARNs fueron descubiertos en Caenorhabditis elegans mientras se es-

tudiaban dos genes (lin-4 y let-7) necesarios para su correcto desarrollo182,183. Se 
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observó que estos genes no producían ARNm, si no que producían ARN no codifi-

cante, incluyendo ARNs pequeños de ~22 nucleótidos de longitud. También se ob-

servó que tanto lin-4 como let-7 poseían sitios complementarios en las regiones no 

traducidas 3’ (3’-UTR) de varios ARNm reguladores, lo que llevo a un modelo en el 

cual esos ARNs pequeños mediaban la represión traduccional mediante interacciones 

antisentido182,183. El ARN let-7 fue descubierto más tarde en humanos y otros anima-

les, con una expresión temporal similar a la observada en C. elegans184. Este descu-

brimiento llevo a la búsqueda de nuevos ARNs pequeños que pudieran regular la ex-

presión de ARNms185–187. Estos ARNs eran similares a lin-4 y let-7 y, como sus fun-

ciones eran desconocidas y lo único que se sabía era que eran pequeños se llamaron 

microARNs185–187.  

A partir de este punto surgió un gran interés en los microARNs, descubriéndose cien-

tos de miARNs diferentes en humanos, nemátodos, moscas, y otros animales. Los 

miARNs regulan muchos de los procesos del desarrollo y enfermedades. De hecho, 

gracias a experimentos de pérdida de función en ratones se ha podido comprobar que 

los miARNs son necesarios para el correcto desarrollo de numerosos órganos, como 

por ejemplo hueso, cerebro, ojos, músculo esquelético, corazón, piel o hígado181. 

También se ha podido comprobar que muchos miARNs humanos están conservados 

en otros animales. Los miARNs conservados en otros mamíferos tienen interacciones 

conservadas con muchos de los ARNms humanos188.  

La vía de los miARNs en los animales deriva de la vía de ARN de silenciamiento co-

nocida como interferencia de ARN (ARNi), que parece que estaba presente en el úl-

timo ancestro común de los eucariotas como mecanismo de defensa frente a virus y 

transposones189. La diferencia entre la vía de los miARN es el uso de horquillas cortas 

para producir ARNs guía para silenciar ARNm específicos, mientras que la vía de 

ARNi utiliza ARN de doble cadena largo para producir una gran diversidad de ARNs 

pequeños de interferencia (ARNsi)190.  

 

 

3.2 Biogénesis y función de los miARNs 

La mayoría de las secuencias de los miARNs maduros se encuentran en intrones o 

exones de ARNs no codificantes y también en intrones de pre-ARNm191. En la vía 
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canónica de biogénesis de los miARNs, los genes de miARN se transcriben como 

ARNs largos llamados miARN primario (pri-miARN), los cuales contienen una o varias 

estructuras secundarias llamadas horquillas. En el núcleo, los pri-miARNs son proce-

sados en horquillas de aproximadamente 70 nucleótidos, que son los precursores de 

los miARNs (pre-miARN). Este proceso es llevado a cabo por el complejo micropro-

cesador, formado por la RNasa de tipo III Drosha y la proteína de unión a RNA de 

doble cadena DGCR8192. A continuación, los pre-miARNs son exportados al cito-

plasma a través de las exportinas193. En el citoplasma, los pre-miARNs son procesa-

dos por la RNasa Dicer, la cual está asociada con la proteína de unión a ARN TRBP. 

En este procesado se elimina el lazo de la horquilla y se obtiene un ARN de doble 

cadena pequeño (una de las hebras será el miARN que actuará para regular la expre-

sión génica y la otra es una hebra pasajera)194. El ARN de doble cadena es cargado 

en la proteína argonauta (AGO) y la hebra pasajera es eliminada, produciendo el 

miARN maduro de cadena sencilla. Después de cargar el miARN, la proteína argo-

nauta promueve el ensamblaje de un complejo ribonucleoprotéico llamado complejo 

de silenciamiento inducido por ARN (complejo RISC), que media el reconocimiento de 

los ARNm diana181. Los miARNs maduros son guiados a la región 3’-UTR de sus 

ARNm diana por complementariedad de pares de bases. Si la complementariedad de 

las secuencias es precisa lleva a la eliminación del ARNm, mientras que si no es pre-

cisa reprime su traducción181. 

Por otra parte, recientemente se han descrito vías no canónicas de biogénesis de 

miARNs. Estas producen ARNs funcional y estructuralmente similares a los otros 

miARNs, pero evitan uno o varios pasos de la vía canónica195. En la figura 9 se puede 

ver un esquema de ambas vías de biogénesis de los miARNs. 
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Figura 9. Vías canónica y no canónica de biogénesis de miARNs. Adaptada de Saliminejad et al.191 

 

 

3.3 Los miARNs en la enfermedad cardíaca 

Debido a la capacidad de los miARNs de regular la expresión de conjuntos de ARNms 

y a su importancia durante el desarrollo y la fisiología humana, estos han sido objeto 

de un exhaustivo estudio en el contexto de múltiples enfermedades con el fin de des-

cubrir nuevos agentes terapéuticos y biomarcadores196.  
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3.3.1 Papel de los miARNs como biomarcadores en la enfermedad 

cardíaca 

Los miARNs circulantes son relativamente estables197,198. Esto se debe al efecto pro-

tector de sus transportadores frente a las RNasas en circulación, incluyendo comple-

jos proteicos y microvesículas. Esto ha llevado a un número creciente de estudios 

investigando el potencial de los miARNs como biomarcadores en plasma o suero para 

diversas enfermedades, incluyendo las enfermedades cardíacas.  

 

Fallo cardíaco 

Se han identificado varios miARNs circulantes como potenciales biomarcadores para 

el fallo cardíaco. En un estudio realizado en pacientes con fallo cardíaco agudo se 

determinaron los niveles de miARN en plasma y se descubrieron 7 miARNs regulados 

a la baja entre los casos y los controles (miR-18a-5p, miR-26b-5p, miR-27a-3p, miR-

30e-5p, miR-106a-5p, miR-199a-3p y miR-652-3p). La menor expresión de estos 

miARNs se relacionó con un riesgo incrementado de mortalidad a los 180 días des-

pués del ingreso del paciente por fallo cardíaco agudo199. En otro estudio realizado en 

pacientes con fallo cardíaco agudo se observó que los niveles elevados de miR-19b-

3p se correlacionan con la hipertrofia ventricular200. 

 

Infarto de miocardio 

Varios miARNs son detectables en sangre de forma temprana tras el infarto de mio-

cardio. Sin embargo, la comparación con otros biomarcadores de daño cardíaco ya 

establecidos, como la troponina ultrasensible, demostró que la detección de los 

miARNs no mejora el diagnóstico obtenido con los métodos actuales201. Por este mo-

tivo, los nuevos biomarcadores para el infarto de miocardio deberían ser predictivos. 

En este sentido, varios estudios han encontrado miARNs diferencialmente expresados 

en pacientes que iban a sufrir un infarto de miocardio. En el trabajo llevado a cabo por 

Karakas et al. se descubrieron tres miARNs (miR-132, miR-140-3p y miR-210) con un 

valor predictivo elevado para la muerte por un evento cardiovascular202. No obstante, 

los resultados de este estudio son limitados, ya que se realizó en una cohorte de pa-

cientes con enfermedad coronaria. En otro trabajo realizado por Bye et al. se descu-

brió una firma de 5 miARNs (miR-106a-5p, miR-424-5p, let-7g-5p, miR-144-3p y miR-
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660-5p) asociados con un mayor riesgo de sufrir infarto de miocardio en pacientes 

sanos203.  

 

Cardiotoxicidad inducida por antraciclinas 

Como ya se ha comentado previamente, los biomarcadores clásicos como las tropo-

ninas o el NT-proBNP y la ecocardiografía en ocasiones no son lo suficientemente 

sensibles como para detectar la cardiotoxicidad subclínica, por lo que la búsqueda de 

nuevos biomarcadores predictores de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicinas 

es particularmente relevante.  

El miR-1 es un microARN muy abundante en el corazón y la eliminación de este 

miARN causa graves defectos cardíacos204. Se ha demostrado que los niveles de miR-

1 en sangre aumentan en pacientes de cáncer de mama con cardiotoxicidad inducida 

por doxorrubicina205. Además, este aumento de los niveles de miR-1 están relaciona-

dos con alteraciones en la FEVI, observándose una mayor especificidad y sensibilidad 

en comparación con los niveles de troponina cardíaca I. Leger et al. también observa-

ron una elevación de los niveles de miR-1 después de la administración de antracicli-

nas, en este caso en una cohorte de pacientes pediátricos36. Estas observaciones 

hacen del miR-1 un posible candidato como biomarcador de la cardiotoxicidad indu-

cida por antraciclinas. En el mismo estudio, también se observaron niveles plasmáti-

cos elevados de miR-29b y miR-499 en pacientes con daño cardíaco agudo.  

 

3.3.2 Potencial terapéutico de los miARNs en la enfermedad car-

díaca 

Mimics y antimiRs de los microARNs 

Para llevar a cabo ensayos de ganancia o pérdida de función de microARNs se em-

plean, respectivamente, mimics o antimiRs de los microARNs objeto de estudio206. Los 

mimics son oligonucleótidos de doble cadena similares a los precursores de los mi-

croARNs que, en el interior de la célula, se procesan en miARNs de cadena sencilla, 

permitiendo aumentar la expresión de un microARN en concreto. In vivo, los micro-

ARNs pueden ser suministrados con virus adenoasociados o en formulaciones lipídi-

cas. Los antimiRs, por su parte, son oligonucleótidos antisentido de cadena sencilla 
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con modificaciones para aumentar su resistencia a las nucleasas. Estos bloquean la 

función de los miARNs uniéndose a ellos, impidiendo que se unan a sus ARNms diana.  

 

Hipertrofia 

El miR-1 ha sido relacionado con la hipertrofia cardíaca. Se ha visto que en el modelo 

de constricción de la aorta transversal (TAC) en ratón el miR-1 baja su expresión en 

el corazón antes del desarrollo de hipertrofia207. Además, se ha visto que una de las 

dianas del miR-1 es el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), que regula 

el crecimiento celular y la diferenciación y este factor, a su vez, regula la expresión del 

miR-1208. Empleando antimiR del miR-1 se ha visto que producen hipertrofia en car-

diomiocitos neonatales de rata, mientras que su sobreexpresión inhibe la hipertrofia209. 

Además, la administración de mimic del miR-1 empleando AAV en un modelo de hi-

pertrofia cardíaca en rata produjo una regresión de la hipertrofia y reducción de la 

fibrosis210. Por tanto, el miR-1 parece tener un efecto cardioprotector frente a la hiper-

trofia cardíaca. 

Por otra parte, el miR-133 es otro microARN abundante en el miocardio que se en-

cuentra en el mismo loci que el miR-1211. Se ha visto que este microARN es un regu-

lador de la hipertrofia cardíaca, observándose una menor expresión del miR-133 en 

modelos tanto murinos como humanos de hipertrofia cardíaca212. Además, la adminis-

tración de miR-133 tanto in vitro como in vivo inhibe la hipertrofia en un modelo de 

TAC murino a través de la vía de Akt, mientras que su inhibición in vitro e in vivo induce 

la hipertrofia212.  

 

Fibrosis 

Los fibroblastos poseen un papel fundamental en la patología cardíaca. Se han des-

crito varios miARNs capaces de estimular la fibrosis. Dos de los más estudiados son 

el miR-21 y el miR-29. El miR-29 tiene como diana varios genes relacionados con la 

fibrosis, incluyendo genes que codifican colágenos, fibrilinas y elastina213. Además, 

los niveles cardíacos de miR-29 están disminuidos en pacientes con fallo cardíaco 

comparados con los pacientes control. La represión del miR-29 in vitro e in vivo induce 

la expresión de colágeno en los fibroblastos, indicando que el miR-29 actúa como un 

regulador de la fibrosis213. En un modelo de hipertensión inducida por angiotensina II 
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la sobreexpresión del miR-29b reduce la progresión de la fibrosis y mejora la función 

cardíaca, destacando la función de este miARN como posible cardioprotector frente a 

la fibrosis214.  

Por otra parte, el miR-21 se ha visto incrementado en fibroblastos de pacientes con 

fallo cardíaco, y es capaz de potenciar la fibrosis cardiaca estimulado la vía de seña-

lización de ERK-MAPK215. La inhibición del miR-21 en un modelo de murino de sobre 

carga cardíaca redujo la actividad de la vía ERK-MAPK, inhibiendo la fibrosis y ate-

nuando la disfunción cardiaca. En otro estudio se ha visto que el miR-21 incrementa 

la expresión de la metaloproteinasa-2 en fibroblastos cardíacos de ratón216. Estos des-

cubrimientos muestran que el miR-21 puede contribuir a la enfermedad cardíaca esti-

mulando la fibrosis. 

 

Regeneración cardíaca 

La capacidad de producir nuevos cardiomiocitos en humanos y otros mamíferos es 

limitada, ya que los cardiomiocitos solo son capaces de proliferar durante el desarrollo 

embrionario y fetal e inmediatamente después del nacimiento, para después dete-

nerse de forma permanente217,218. Esto supone un problema, ya que muchas enfer-

medades cardíacas llevan acompañadas la muerte de cardiomiocitos, siendo la más 

evidente el infarto de miocardio, que puede llegar a producir la muerte del 25% de 

estas células, las cuales no se van a poder regenerar219. Esto ha motivado la bús-

queda de nuevas estrategias terapéuticas que promuevan la regeneración del cora-

zón. 

En un innovador estudio llevado por Eulalio et al. se realizó un cribado empleando 

cientos de mimics de miARNs humanos en cardiomiocitos neonatales de ratón y rata 

para ver cuáles de ellos podían estimular la proliferación de los cardiomiocitos y por 

tanto tener potencial para la regeneración cardíaca220. Entre ellos, se seleccionaron 

dos, el miR-590-3p y el miR-199a-3p para ser estudiados con mayor profundidad. Se 

pudo comprobar que la administración de estos miARNs empleando un reactivo lipí-

dico de transfección directamente en el corazón de ratas neonatales promovía la pro-

liferación de los cardiomiocitos, pero no de los fibroblastos. También se pudo compro-

bar que la expresión prolongada del miR-590-3p o el miR-199a-3p empleando el 

AAV9, que es un virus con tropismo cardíaco, reduce el infarto y mejora la función 

cardíaca en un modelo de infarto cardíaco de ratón.  
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En 2019 se realizó un estudio sobre la capacidad regenerativa del miR-199a-3p en un 

modelo de infarto de miocardio en cerdo221. El miR-199a-3p fue administrado con 

AAV6 y, tras un mes del infarto, se observó que los animales tratados con el miARN 

mostraban mejoras en la función cardíaca, con una mayor masa miocárdica y menor 

cicatriz fibrótica. No obstante, a tiempos más largos se observó que, en la mayoría de 

los cerdos tratados, la expresión descontrolada del miARN produjo arritmias súbitas 

mortales. Estos resultados mostraron que es posible promover la regeneración car-

díaca en un modelo de animal grande, pero la dosis y duración del tratamiento deben 

ser ajustadas y controladas para minimizar los efectos secundarios.  

Los virus adenoasociados permiten la expresión prolongada de miARNs exógenos en 

el corazón y tienen la ventaja de poder dirigirse a órganos en concreto. No obstante, 

esa expresión prolongada puede tener efectos perjudiciales graves a largo plazo como 

el descrito arriba. La sobreexpresión transitoria de los miARNs podría ser una solución 

a este problema. Se ha comprobado que una única inyección intramiocárdica de mi-

mics del miR-199a-3p o el miR-590-3p empleando agentes de transfección lipídicos 

en un modelo de infarto de miocardio en ratón permite la expresión de estos mimics 

durante al menos 12 días y es suficiente para estimular la regeneración cardiaca y 

reducir el tamaño del infarto222. Cabe destacar que la transfección lipídica de mimics 

podría afectar a otros tipos celulares del corazón y esto podría afectar a la eficacia y 

seguridad de los tratamientos. 

 

Cardiotoxicidad inducida por antraciclinas 

En los últimos años se ha observado que los miARNs tienen un papel importante en 

la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas gracias a la regulación de múltiples dianas 

involucradas en el estrés oxidativo, apoptosis, o la homeostasis del calcio, entre 

otras223. Esto ha producido un aumento de los estudios basados en los miARNs para 

encontrar nuevos agentes cardioprotectores frente a la cardiotoxicidad inducida por 

antraciclinas.  

En el trabajo llevado a cabo por Gupta et al. se observó que la sobreexpresión de la 

familia de miARN mir-212/132 en cardiomiocitos neonatales de ratón tratados con do-

xorrubicina atenúa su cardiotoxicidad224. Además, su sobreexpresión en un modelo 

de cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina en ratones empleando virus AAV9 re-

duce la atrofia cardíaca y disminuye la apoptosis y el daño miofibrilar.  
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El factor de transcripción Nrf2 controla la expresión de un conjunto de genes de res-

puesta al estrés oxidativo, regulando dicha respuesta en condiciones tanto fisiológicas 

como patológicas225. Se ha comprobado que la sobreexpresión del miR-200a en un 

modelo de cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina en ratón atenúa su efecto car-

diotóxico gracias a la regulación a la alza de Nrf2, reduciendo el estrés oxidativo y la 

apoptosis cardíaca226. En otro trabajo se estudió la expresión diferencial de micro-

ARNs en tejido cardíaco de ratas tratadas con doxorrubicina y controles, encontrán-

dose 18 microARNs diferencialmente expresados227. Entre ellos, el más aumentado 

por la doxorrubicina fue el miR-140-5p. Se observó que dos de sus genes diana codi-

ficaban para Nrf2 y Sirt2, los cuales participan en la defensa de las células frente al 

estrés oxidativo. Además, los niveles de estrés oxidativo tras el tratamiento con do-

xorrubicina en la línea celular cardíaca H9C2 aumentaron al sobreexpresar el miR-

140-5p, mientras que su inhibición produjo una disminución de estos. Por último, el 

estrés oxidativo miocárdico fue agravado tras suministrar mimic del miR-140-5p en un 

modelo de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas en ratón, mientras que el trata-

miento con antimiR produjo una disminución del estrés oxidativo.  

Por otra parte, otros trabajos han demostrado la relación entre otros ARNs no codifi-

cantes y los microARNs en el contexto de la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. 

Por ejemplo, en el trabajo llevado a cabo por Han et al. se observó que el miR-330-5p 

disminuye la expresión de SIRT6, survivina y SERCA2a, promoviendo la cardiotoxicad 

inducida por antraciclinas228. El ARN circular CircITCH actúa como una esponja del 

miR-330-5p, evitando que interactúe con sus genes diana. La sobreexpresión de Cir-

cITCH en un modelo in vivo de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas atenuó el 

daño causado por la doxorrubicina al evitar que el miR-330-5p inhibiera a sus genes 

diana.  

En esta tesis se ha estudiado el papel cardioprotector del miR-4732-3p en modelos 

de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas tanto in vitro como in vivo. En un trabajo 

previo de nuestro grupo ya se demostró que el miR-4732-3p tiene un efecto cardio-

protector frente al daño por isquemia y reperfusión, es antifibrótico y promueve la an-

giogénesis229.  
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1. Hipótesis 

Como se ha comentado en la introducción, las células madre pluripotentes inducidas 

son una gran herramienta para el modelado de las enfermedades humanas, especial-

mente si estas son derivadas de pacientes con la enfermedad a estudiar. Por lo que 

respecta a la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, ya se ha comprobado que los 

cardiomiocitos obtenidos de iPSC derivadas de pacientes con cáncer de mama que 

sufrieron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas recapitulan la predisposición al 

daño. Con estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipótesis:  

• Los cardiomiocitos derivados de hiPSC de pacientes oncológicos pediátricos 

que sufrieron cardiotoxicidad temprana inducida por antraciclinas son más sus-

ceptibles al daño por doxorrubicina que los cardiomiocitos control, constitu-

yendo un buen modelo de enfermedad. 

Por otra parte, en los últimos años se ha demostrado el papel de los miARNs en la 

patología cardíaca, mostrando un papel cardioprotector o cardiotóxico en diferentes 

contextos. Nosotros descubrimos un miARN, el miR-4732-3p, que se encuentra des-

regulado en pacientes con cáncer de mama que experimentaron cardiotoxicidad indu-

cida por antraciclinas. Además, este miARN ha demostrado tener un efecto cardiopro-

tector frente al daño por isquemia y reperfusión. Por estos motivos, nos planteamos la 

siguiente hipótesis: 

• El miR-4732-3p tiene un efecto cardioprotector frente al daño inducido por do-

xorrubicina y podría constituir una herramienta terapéutica para el tratamiento 

del daño cardíaco causado por la doxorrubicina. 

 

2. Objetivos 

Para estudiar el efecto de la doxorrubicina en los cardiomiocitos de los pacientes que 

sufrieron cardiotoxicidad y en los cardiomiocitos control nos planteamos los siguientes 

objetivos: 

• Determinar la viabilidad, niveles de apoptosis y niveles de estrés oxidativo de 

los cardiomiocitos después del tratamiento con doxorrubicina. 

• Evaluar el efecto de la doxorrubicina en el estrés genómico y mitocondrial de 

los cardiomiocitos.  
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• Estudiar la desorganización de los sarcómeros en los cardiomiocitos tratados 

con doxorrubicina. 

• Estudiar las diferencias en la expresión génica y de miARNs causadas por la 

doxorrubicina. 

 

Por otro lado, para evaluar el papel cardioprotector del miR-4732-3p nos planteamos 

los siguientes objetivos: 

• Estudiar in vitro en cardiomiocitos neonatales de rata y fibroblastos cardíacos 

de rata el efecto de la sobreexpresión del miR-4732-3p sobre el descenso de 

la viabilidad, el aumento de la apoptosis y el aumento del estrés oxidativo cau-

sados por la doxorrubicina. 

• Determinar el efecto beneficioso de la administración del miR-4732-3p en un 

modelo de cardiotoxicidad inducido por doxorrubicina en rata, estudiando la 

función cardíaca, el estrés oxidativo, la apoptosis, la fibrosis y la vasculariza-

ción. 

• Buscar posibles genes diana del miR-4732-3p. 

• Estudiar el efecto de la sobreexpresión del miR-4732-3p en las líneas de car-

diomiocitos derivados de hiPSC de los pacientes y controles frente al daño cau-

sado por la doxorrubicina. 
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1. Pacientes 

Para la derivación de hiPSC se reclutaron dos pacientes oncológicos pediátricos que 

desarrollaron cardiotoxicidad temprana inducida por antraciclinas. La cardiotoxicidad 

se definió como una bajada de la fracción de eyección ventricular izquierda mayor de 

10 puntos porcentuales, hasta llegar a un valor de FEVI menor del 53% (valor de re-

ferencia normal para la ecocardiografía de dos dimensiones)15,16.  

Para el estudio de miARNseq en suero se estudió una cohorte compuesta por 10 pa-

cientes con cáncer de mama que experimentaron cardiotoxicidad inducida por antra-

ciclinas durante el primer año tras terminar la quimioterapia (casos) y 10 pacientes 

que no experimentaron cardiotoxicidad (controles). 

 

2. Declaración ética animal 

Los procedimientos con animales han sido aprobados por los comités éticos institu-

cionales y locales de cuidado de animales conforme a las directrices de la Directiva 

2010/63/EU del Parlamento Europeo en la protección de animales empleados con fi-

nes científicos, reforzada por la ley española bajo el Real Decreto 1201/2005 (proce-

dimientos aprobados por la Generalitat Valenciana 2019/VSC/PEA/0249 para el man-

tenimiento de colonia de ratas Wistar y 2019/VSC/PEA/0260 para el modelo de car-

diotoxicidad inducida por doxorrubicina en rata).  

 

3. Cultivo celular 

3.1 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo utilizados en esta tesis están descritos en la tabla 3. 

 

Medio de  
cultivo 

Tipo celular Compuesto 
Concen-
tración 

Casa 
comercial 

mTeSRTM Plus 
 completo 

hiPSC 

mTeSRTM Plus  
Basal Medium 

- 
StemCellTM  

Technologies 

mTeSRTM Plus  
5X Supplement 

1X 
StemCellTM  

Technologies 

P/S 1% Gibco 



Material y métodos 
 

 

64 

RPMI/B-27  
sin insulina 

Diferenciación 
 hiPSC-CM 

RPMI 1640 - Gibco 

Suplemento B-27  
50X, sin insulina 

1X Gibco 

Ácido L-ascórbico 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich 

P/S 1% Gibco 

RPMI/B-27  
con insulina 

Diferenciación y 
mantenimiento  

 hiPSC-CM 

RPMI 1640 - Gibco 

Suplemento B-27  
50X, con insulina 

1X Gibco 

Ácido L-ascórbico 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich 

P/S 1% Gibco 

RPMI/B-27  
con insulina 
sin glucosa 

Diferenciación 
 hiPSC-CM 

RPMI 1640  
sin glucosa 

- Gibco 

Suplemento B-27  
50X, con insulina 

1X Gibco 

Ácido L-ascórbico 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich 

Lactato 4 mM Sigma-Aldrich 

RPMI/B-27  
con insulina 

20% FBS 

Siembra 
 hiPSC-CM 

RPMI 1640 - Gibco 

Suplemento B-27  
50X, con insulina 

1X Gibco 

FBS 20% Gibco 

Ácido L-ascórbico 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich 

P/S 1% Gibco 

Medio de  
siembra  
NRCM 

 
NRCM 

DMEM 4,5  
g/L glucosa 

- Gibco 

M199 20% Gibco 

FBS 15% Gibco 

P/S 1% Gibco 

Medio de 
mantenimiento  

NRCM 

 
NRCM 

DMEM 4,5  
g/L glucosa 

- Gibco 

M199 20% Gibco 

HS 4% Gibco 

P/S 1% Gibco 

DMEM/F-12 
completo 

RCF 

DMEM/F-12 - Gibco 

FBS 10% Gibco 

P/S 1% Gibco 

Fibroblast 
Growth 

Medium 3  
completo 

HCF 

Fibroblast Growth 
 Medium 3 

- PromoCell 

P/S 1% Gibco 

 

Tabla 3. Composición de los medios de cultivo celular empleados. P/S = penicilina/estreptomicina, FBS 

= suero bovino fetal, HS = suero de caballo. 
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3.2 Células madre pluripotentes inducidas humanas 

(hiPSC) 

En el presente estudio se utilizaron dos líneas de hiPSC derivadas de pacientes on-

cológicos pediátricos llamadas Ct PBiPS1-SV4F-1 (CTX1) y Ct PBiPS2-SV4F-1 

(CTX2). Como líneas control se utilizaron las líneas de hiPSC FiPS CTRL1-SV4F-7 

(CTRL1) y la FiPS CTRL2-SV4F-1 (CTRL2). El registro, depósito y caracterización de 

estas líneas se puede encontrar en el siguiente enlace: https://www.isciii.es/QueHa-

cemos/Servicios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx.  

Las hiPSC sin diferenciar se cultivaron en placas de 6 pocillos previamente tratadas 

con Matrigel® (Matrigel® hESC-qualified; Corning, Tewksbury, MA, EE. UU.) en medio 

mTeSRTM Plus (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canadá) a 37ºC y 5% de 

CO2. Las hiPSC se expandieron hasta alcanzar una confluencia del 80% antes de 

pasarlas. Para pasar las hiPSC las células se lavaron con tampón fosfato salino (PBS; 

HyClone, Logan, UT, EE. UU.) y posteriormente se incubaron con EDTA (ácido etilen-

diaminotetraacético) 0,5 mM durante 4 min a 37ºC. A continuación, el EDTA se aspiró 

y las colonias de hiPSC se despegaron del pocillo utilizando el medio mTeSRTM Plus. 

Las colonias de hiPSC se pasaron a un nuevo pocillo previamente tratado con Matri-

gel® y ya con medio mTeSRTM Plus en una proporción de 1:5 a 1:20. 

 

3.3 Diferenciación cardiaca 

Las hiPSC se diferenciaron a cardiomiocitos (hiPSC-CM) mediante la modulación de 

la vía de señalización de WNT utilizando un protocolo adaptado de Kleinsorge et al230. 

Para la diferenciación, las hiPSC se individualizaron y sembraron en placas de 6 po-

cillos previamente tratadas con Matrigel® a una densidad de 2∙105 células/ml. Las 

células se mantuvieron en mTeSRTM Plus hasta que alcanzaron una confluencia del 

70-80% (1-2 días desde que se sembraron), momento en el que comenzó la diferen-

ciación. En el día 0 el mTeSRTM Plus se sustituyó por medio RPMI/B-27 sin insulina 

con el activador de la vía de WNT CHIR999021 (6 µM; StemCell Technologies) para 

inducir mesodermo. El CHIR999021 se mantuvo desde el día 0 al 2, momento en el 

cual se cambió el medio y se añadió RPMI/B-27 sin insulina suplementado con el in-

hibidor de la vía de WNT IWP-4 (5 µM; StemCell Technologies), para inducir linaje 

cardíaco. El IWP-4 se mantuvo desde el día 2 al 4. Desde el día 4 al 8 las células se 

https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx
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mantuvieron en RPMI/B-27 sin insulina. A partir del día 8 de diferenciación las células 

comenzaron a latir. Desde el día 8 al día 11 el medio se cambió por RPMI/B-27 con 

insulina. En el día 11 se realizó un proceso de selección metabólica para purificar los 

cardiomiocitos utilizando medio RPMI/B-27 con insulina, lactato y sin glucosa. El lac-

tato como única fuente de energía solo permite la supervivencia de las células con un 

metabolismo similar al cardíaco. La selección metabólica se mantuvo hasta el día 16, 

momento en el cual el medio se cambió de nuevo a RPMI/B-27 con insulina para per-

mitir la recuperación de los cardiomiocitos.  

El día 18 los hiPSC-CM pueden disgregarse y sembrarse a una menor densidad para 

futuros experimentos. Para despegar los hiPSC-CM, se hicieron dos lavados con 

EDTA 0,5 mM y, después, se incubaron con tripsina/EDTA (Thermo Fisher Scientific) 

10 min a 37ºC. La tripsina se neutralizó con RPMI/B-27 con insulina y 20% de FBS. 

Para disgregar los hiPSC-CM, estos se pipetearon arriba y abajo con una micropipeta 

de 1000 µl con suavidad. Los hiPSC-CM se centrifugaron, se resuspendieron en me-

dio RPMI/B-27 con insulina y 20% de FBS, se pasaron por un cell strainer, se contaron 

en una cámara de Neubauer y se volvieron a sembrar a una densidad de 2∙105 célu-

las/cm2. Las células se mantuvieron en medio con FBS durante dos días para ayudar 

a la recuperación de los cardiomiocitos y después se mantuvieron con RPMI/B-27 + 

insulina hasta el momento de realizar los experimentos. 

 

3.4 Cultivos primarios 

Para modelar la cardiotoxicidad causada por la doxorrubicina in vitro se han utilizado 

cultivos primarios de células cardiacas de rata. En concreto, se han aislado cardiomio-

citos neonatales de rata (NRCM) y fibroblastos cardiacos de Rata (RCF). También se 

ha utilizado una línea comercial de fibroblastos cardiacos humanos (HCF).  

 

3.4.1 Aislamiento de cardiomiocitos neonatales de rata 

Los NRCM se aislaron empleando el protocolo descrito por Armiñán et al.231 con algu-

nas modificaciones. Las crías de rata de 0 a 2 días de edad se sacrificaron por deca-

pitación, se pusieron en una bandeja con hielo, se rociaron con etanol y se introdujeron 

en una cabina de flujo laminar. Los corazones se extrajeron y pusieron en placas Petri 

con solución tamponada de sales Hank (HBSS sin Ca ni Mg). Los corazones se 
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lavaron dos veces con HBSS para eliminar el exceso de sangre, se quitaron las aurí-

culas y los ventrículos se trocearon con un bisturí. Los fragmentos de corazón se in-

cubaron en HBSS con tripsina 0,05% a 4ºC toda la noche en agitación suave (1 ml de 

HBSS con tripsina por cada corazón). El día siguiente los trozos de corazón se pasan 

a un tubo de 50 ml, se deja que sedimenten y se aspira el HBSS con una pipeta de 25 

ml, evitando aspirar los trozos de corazón. Después, los trozos de corazón se digirie-

ron durante 40 min a 37ºC en una mezcla enzimática (0,04% colagenasa y 0,02 mg/ml 

DNasa) en medio Leibovitz L15. Transcurrido ese tiempo el medio se recoge en un 

tubo de 50 ml, se deja que los fragmentos de corazón sedimenten y el sobrenadante 

se descarta, ya que este primer sobrenadante contiene fundamentalmente eritrocitos 

y células muertas. Los trozos de corazón se digirieron durante 20 min en la misma 

mezcla de enzimas a 37ºC. Esta digestión se repite hasta que no queden fragmentos 

de corazón. El sobrenadante de cada digestión se recoge, centrifuga a 90 x g durante 

5 min y las células se resuspenden y siembran en medio de siembra de NRCM. Des-

pués las células se incubaron durante 1,5 h bajo condiciones estándar de cultivo ce-

lular (37ºC y 5% de CO2) para permitir que los fibroblastos se adhieran a las placas 

de cultivo. A continuación, el medio que contiene las células sin pegar se centrifugó y 

el sobrenadante se descartó. Los cardiomiocitos se resuspendieron en medio de siem-

bra de NRCM y se sembraron en placas de cultivo previamente tratadas con 0,1% de 

gelatina a una densidad de 1,5∙105 células/cm2 para futuros experimentos. El día si-

guiente, los NRCM se lavaron 3 veces con PBS para eliminar eritrocitos y células 

muertas y el medio se sustituyó por medio de mantenimiento de NRCM. A los 2-3 días 

de ser aislados se puede observar cómo los NRCM comienzan a contraerse espontá-

neamente.  

 

3.4.2 Aislamiento y cultivo de fibroblastos cardíacos de rata 

Para el aislamiento de RCF, se extrajeron corazones de crías de rata de 0 a 2 días de 

edad, se trocearon y se incubaron en medio DMEM F-12 con 0,075% de tripsina/EDTA 

durante 10 min a 37ºC. El sobrenadante de la digestión se eliminó, y los fragmentos 

de corazón se incubaron con una mezcla de enzimas formada por 0,2% colagenasa II 

y 0,01 mg/ml DNasa I en DMEM F-12 durante 30 min a 37ºC. A continuación, se re-

cogió y centrifugó el sobrenadante con las células en suspensión a 300 x g durante 5 

min. Los RCF se resuspendieron en DMEM F-12 completo y se sembraron en placas 

de cultivo. Al día siguiente se cambió el medio de nuevo por DMEM F-12. 
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3.4.3 Cultivo de fibroblastos cardiacos humanos 

Los fibroblastos cardiacos humanos (HCF) se compraron a PromoCell® (Heidelberg, 

Alemania) y se cultivaron en Fibroblast Growth Medium 3 (PromoCell®) a 37ºC y 5% 

de CO2. 

 

4. Análisis de marcadores cardíacos por citometría 

de flujo 

Para determinar el porcentaje de hiPSC-CM obtenido durante la diferenciación, se 

analizó la expresión de marcadores cardíacos por citometría de flujo. Después de la 

diferenciación, las células se lavaron con PBS 2 veces y se incubaron con trip-

sina/EDTA 10 min a 37ºC. La tripsina se inactivó con FBS, se centrifugaron las células 

y se aspiró el sobrenadante. Las células se resuspendieron y fijaron con paraformal-

dehido (PFA) al 4% durante 15 min a 4ºC. A continuación, las células se centrifugaron 

de nuevo, se aspiró el PFA y se realizaron tres lavados con PBS. Después, las células 

se bloquearon y permeabilizaron con solución de bloqueo y permeabilización hecha 

de 0,5% FBS y 0,01% Triton-X100 (Sigma-Aldrich) en PBS durante 30 min a tempe-

ratura ambiente. Las células se centrifugaron, se eliminó el sobrenadante y se incu-

baron con anticuerpos marcados con fluoróforos contra la cadena pesada de la mio-

sina (MHC; 1/200; 564408; BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) y la troponina car-

díaca I (cTnI; 1/200; 554409, BD Pharmingen) durante 1 h a RT, preparados en solu-

ción de bloqueo y permeabilización. Se realizaron dos lavados con PBS y, finalmente, 

las células se resuspendieron con PBS y se analizaron con un citómetro FACS Canto 

II (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). En el experimento se utilizaron controles 

isotipo (PE Isotype control, 550617; Alexa Fluor® 647 Isotype control, 558713; ambos 

de BD Pharmingen) a la misma concentración que los anticuerpos marcados. El por-

centaje de células positivas para MHC y cTnI se determinó con el programa FlowJo X 

(TreeStar Inc., Ashland, OR, USA). 
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5. Tratamiento con doxorrubicina in vitro 

Para el modelado de la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina in vitro, las células 

cardíacas (hiPSC-CM, NRCM y RCF) se trataron con doxorrubicina a una concentra-

ción 1 µM durante 48 h para la mayoría de los experimentos. No obstante, para el 

estudio del estrés oxidativo in vitro se utilizó un tratamiento de doxorrubicina a 5 µM 

durante 24 h, ya que en con el tratamiento antes descrito no se observaron diferencias 

entre las células tratadas con doxorrubicina y las no tratadas.  

Para comprobar el efecto cardioprotector del dexrazoxano en los hiPSC-CM se realizó 

un pretratamiento con dexrazoxano 10 µg/ml durante 24 h y, después, las células se 

trataron con doxorrubicina 1 µM durante 48 h. 

 

6. Inmunofluorescencia en células 

Los hiPSC-CM se sembraron en cubreobjetos en placas de 24 pocillos, previamente 

tratados con gelatina 0,1%. Tras 5-7 días los hiPSC-CM se trataron con doxorrubicina 

1 µM durante 48 h y después se estudió la expresión y localización de diferentes pro-

teínas mediante inmunofluorescencia. Para llevar a cabo la inmunofluorescencia, el 

medio de cultivo que tenían las células se aspiró y se realizaron 2 lavados con PBS. 

Después, los hiPSC-CM se fijaron con PFA al 4% durante 15 min a 4ºC y, posterior-

mente, se lavaron 3 veces con PBS. Las células se bloquearon y permeabilizaron 

durante 1 h a RT. A continuación, se incubaron con los anticuerpos primarios (tabla 4) 

durante toda la noche a 4ºC en oscuridad. Al día siguiente, las células se lavaron con 

PBS 3 veces y se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 2 h a RT en 

oscuridad. Los cardiomiocitos se lavaron 3 veces con PBS y se tiñeron con DAPI a 

200 ng/ml (Thermo Fisher Scientific) durante 10 min. Después, los cubreobjetos se 

lavaron y se montaron en portaobjetos usando el reactivo FluorSaveTM (CalbioChem, 

San Diego, CA, USA). Finalmente, los hiPSC-CM se observaron con un microscopio 

de fluorescencia Leica DM2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 

La desorganización de los sarcómeros en los hiPSC-CM se cuantificó a partir de las 

imágenes de la tinción de la α-actinina sarcomérica empleando el programa informá-

tico ImageJ. 
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Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Anti-actinina 
 sarcomérica 

Ratón 1/200 Sigma-Aldrich A7811 

Anti-troponina 
cardiaca T 

Ratón 1/200 Abcam ab8295 

Anti-p-histona 
γ-H2AX 

Ratón 1/200 
Merck 

Millipore 
05-636-200 

Anticuerpos secundarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Alexa Fluor® 488 
anti-ratón 

Cabra 1/200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11001 

Alexa Fluor® 555 
anti-ratón 

Cabra 1/200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A32727 

 

Tabla 4. Anticuerpos empleados para inmunofluorescencia de células en cultivo.  

 

7. Ensayos de citotoxicidad y apoptosis in vitro 

7.1 Ensayo de viabilidad celular CCK8 

La viabilidad celular de los distintos tipos celulares en presencia o ausencia de do-

xorrubicina se determinó empleando el Cell Counting Kit-8 (CCK8; Merck KGaA, 

Darmstadt, Alemania). El CCK8 se metaboliza en las células y produce un compuesto 

coloreado soluble cuya concentración es proporcional al número de células viables en 

el cultivo. Tras el tratamiento con doxorrubicina las células se incubaron con el reactivo 

CCK8 al 10% en sus respectivos medios de cultivo durante 3 h a 37ºC. Transcurrido 

ese tiempo, se determinó la absorbancia de los medios de cultivo a 450 nm utilizando 

un lector de placas (Halo LED 8; Dynamica Scientific, Newport, Pagnell, UK).  

 

7.2 Ensayo lactato deshidrogenasa  

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se encuentra en condiciones normales en el 

citoplasma de la célula. No obstante, cuando se daña la membrana plasmática como 

consecuencia de la exposición a un agente citotóxico, la LDH es liberada al medio de 

cultivo. Se determinó la actividad LDH en el sobrenadante de hiPSC-CM, NRCM y 
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RCF con distintos tratamientos empleando el Cytotoxicity Detection Kit Plus (Roche, 

Indianápolis, IN, EE. UU.). Para ello, se recogieron 100 µl del sobrenadante de las 

células, se mezclaron con 50 µl de la mezcla de reactivos del kit y se incubaron 30 

min a RT. Después se determinó la absorbancia de la mezcla a 492 nm, que es pro-

porcional a la actividad LDH, empleando el lector de placas Halo LED 8. 

 

7.3 Tinción de anexina-V y DAPI 

Para determinar el porcentaje de células en apoptosis, se llevó a cabo una tinción con 

anexina V-FITC y DAPI (R&D Systems, Mineápolis, MN, EE. UU.). La anexina V es 

una proteína capaz de unirse a la fosfatidilserina, un fosfolípido que habitualmente se 

encuentra en la hemimembrana celular interna, pero que se transloca a la hemimem-

brana celular externa cuando las células entran en apoptosis. El DAPI es un fluoro-

cromo que se une al DNA y emite fluorescencia azul, y este solo puede atravesar la 

membrana dañada de células en apoptosis tardía o necrosis. De este modo, al realizar 

la tinción doble, las células negativas para ambos marcadores serán células viables, 

las células solo positivas para anexina V-FITC estarán en apoptosis temprana y las 

células positivas para anexina V-FITC y DAPI estarán en apoptosis tardía o necrosis.  

Para llevar a cabo la tinción, después de los diferentes tratamientos, el sobrenadante 

de las células se recogió en un tubo Eppendorf y después se lavaron una vez con 

PBS, que también se recogió. Esto se realiza porque puede haber células en apopto-

sis despegadas en el medio. A continuación, las células se despegaron con trip-

sina/EDTA, se añadieron a sus respectivos tubos con el medio y el lavado previamente 

recogidos, y se centrifugaron a 1000 rpms durante 5 min. Después, se resuspendieron 

en tampón de unión con anexina V-FITC y DAPI y se incubaron durante 15 min a RT. 

Pasado este tiempo, se añadió un volumen de tampón de unión y se determinó el 

porcentaje de células positivas para anexina V y DAPI por citometría de flujo en un 

citómetro FACS Canto II.  

 

7.4 Actividad caspasa 3/7 

Las caspasas son las proteínas efectoras de la apoptosis, por lo que una mayor acti-

vidad caspasa 3/7 implica unos niveles elevados de apoptosis en el cultivo celular. Se 

determinó la actividad caspasa 3/7 en hiPSC-CM tras el tratamiento con doxorrubicina 
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empleando el Caspase-Glo® 3/7 assay system (Promega, Madison, WI, EE. UU.) si-

guiendo las instrucciones del fabricante. El reactivo Caspase-Glo® se añadió a las 

hiPSC-CM sembradas en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 30 min a RT 

en oscuridad. Este reactivo es procesado por las caspasas y da lugar a un producto 

luminiscente. La luminiscencia se determinó empleando un lector de placas Synergy 

H1 (BioTek, Winooski, VT, EE. UU.) 

 

 

8. Ensayos de estrés oxidativo in vitro 

8.1 DCFH-DA 

Para estudiar la cantidad total de especies reactivas de oxígeno (ROS) se llevó a cabo 

una tinción con DCFH-DA (2’,7’-dichlorofluorescin diacetate; Sigma-Aldrich). El DCFH-

DA es oxidado por las ROS y se produce un compuesto que emite fluorescencia verde, 

por lo que a mayor intensidad de fluorescencia mayor la cantidad de ROS en las cé-

lulas. Tras los diferentes tratamientos, las células se lavaron 2 veces con PBS y se 

incubaron con 5 µM de DCFH-DA en medio de cultivo sin suero durante 30 min en el 

incubador a 37ºC y 5% de CO2. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron 2 

veces con PBS para eliminar el exceso de tinción, se despegaron con tripsina y se 

analizó la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo usando un citómetro 

FACS Canto II. Los datos se analizaron usando el programa informático FlowJo X. 

 

8.2 MitoSOX 

Se estudiaron los niveles de superóxido mitocondrial empleando MitoSOXTM Red 

(Thermo Fisher Scientific). En este caso las células se tiñeron con 5 µM de MitoSOXTM 

en medio de cultivo sin suero siguiendo el mismo protocolo que con el DCFH-DA. La 

intensidad de fluorescencia también se determinó por citometría de flujo y los datos 

se analizaron con el FlowJo X.  
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8.3 Glutatión reducido 

El glutatión reducido (GSH) es un compuesto que se utiliza en la detoxificación de 

ROS, proceso en el cual se convierte en glutatión oxidado (GSSG). Por tanto, la de-

pleción de GSH implica unos mayores niveles de estrés oxidativo del cultivo. Para 

determinar los niveles de GSH en los hiPSC-CM, se empleó el GSH-Glo® Glutathione 

Assay (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. La luminiscencia se de-

terminó con un lector de placas Synergy H1.  

 

9. Estudio del potencial de membrana mitocondrial 

Para el estudio del potencial de membrana mitocondrial se empleó el colorante JC-1 

(T3168; Thermo Fisher Scientific). El JC-1 es un compuesto que en su forma mono-

mérica emite fluorescencia de color verde (Ex/Em: 488/529 nm). En las células via-

bles, el JC-1 es capaz de entrar selectivamente en las mitocondrias y concentrarse en 

la matriz mitocondrial, formando agregados y cambiando su fluorescencia de color 

verde a color rojo (Ex/Em: 535/590). No obstante, en las células en apoptosis y necro-

sis, las mitocondrias disipan su potencial de membrana y el JC-1 difunde fuera de la 

mitocondria y vuelve a su forma monomérica, tiñendo la célula de color verde. 

Los hiPSC-CM fueron sembrados en placas de 48 pocillos y, tras el tratamiento con 

doxorrubicina, las células se lavaron con PBS y se tiñeron con JC-1 a 10 µg/ml 20 min 

a 37ºC. A continuación, las células se lavaron tres veces con PBS para eliminar el 

exceso de tinción y se añadió medio RPMI/B-27 con insulina. La tinción con JC-1 es 

una tinción vital, por lo que los cambios en la fluorescencia del JC-1 se registraron 

empleando un microscopio Leica DMi8 Platform Live Cell con temperatura y CO2 con-

trolados (Leica Microsystems). De cada pocillo se obtuvieron imágenes de 8 campos 

distintos registrando la fluorescencia verde y la roja. La intensidad de fluorescencia se 

cuantificó utilizando el programa informático ImageJ. 

 

10. Transfección celular 

Para comprobar si el hsa-miR-4732-3p tiene un efecto cardioprotector frente a la do-

xorrubicina, se estableció un protocolo de transfección usando miARNs sintéticos lla-

mados mimics, ya que la transfección permite la sobreexpresión transitoria de un 
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miARN en las células. Se utilizaron dos mimics distintos, uno del hsa-miR-4732-3p 

(Mimic-4732) y otro del cel-miR-243-3p, un miARN de Caenorhabditis elegans que se 

utilizó como control negativo (Mimic-NC) (MISSION miRNA Mimic, Merck KGaA). Para 

la transfección se utilizó lipofectamina 3000 (Thermo Fisher Scientific), una nanopar-

tícula lipídica que permite la transfección de miARNs. Para la transfección, por una 

parte, se diluyeron los Mimics individualmente con medio bajo en suero OptiMemTM 

(Thermo Fisher Scientific) a una concentración de 0,8 µM. Por otra parte, se diluyó la 

lipofectamina 3000 en una relación 1:25 también en OptiMemTM. Volúmenes iguales 

de los Mimics y de la lipofectamina diluidos en OptiMemTM se mezclaron y se incuba-

ron durante 15 min a RT para permitir la formación de complejos lipofectamina-mimic. 

Los complejos lipofectamina-mimic se añadieron a las células de modo que la con-

centración final de mimic fuera de 40 nM. Las células se incubaron durante 24 h con 

los complejos lipofectamina-mimic y, a continuación, se llevaron a cabo los distintos 

tratamientos o experimentos.  

 

11. Métodos de biología molecular 

11.1 Extracción de ARN 

Para la extracción de ARN las células se mantuvieron en frío poniendo las placas en 

una bandeja con hielo. Se realizó un lavado con PBS y se añadió tampón de lisis 

celular RLT. Con ayuda de una pipeta se recogió el lisado en tubos Eppendorf. En 

este punto se puede congelar el lisado celular a -80ºC o proceder con la purificación 

del ARN. Para purificar el ARN se utilizó el kit comercial basado en columnas RNeasy 

Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

concentración del ARN extraído se determinó con un espectrofotómetro NanoDrop 

ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). La calidad del ARN extraído se determinó gracias 

a las ratios de absorbancia 260/280, que indica contaminación proteica, y el 260/230, 

que indica contaminación por componentes orgánicos. 

 

11.2 Retrotranscripción de ARN 

Tras aislar y cuantificar el ARN, este se utilizó como molde para obtener el ADN com-

plementario (ADNc) por retrotranscripción. Para ello, se empleó el PrimeScript RT 
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Reagent Kit (Takara, Kusatsu, Japón) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

reacción se llevó a cabo en un termociclador Eppendorf utilizando 1 µg de ARN en 

todas las muestras. Se utilizó un ciclo de temperatura de 15 min a 37ºC, 5 seg a 85º 

y finamente se mantuvo a 4ºC. El ADNc se guardó a -20ºC hasta la realización de la 

RT-qPCR. 

 

11.3 RT-qPCR de ARN 

La RT-qPCR (reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real) permite determinar 

la cantidad relativa de ARNm entre diferentes muestras. El ADNc obtenido anterior-

mente se diluyó 1:10 con agua libre de nucleasas para evitar que los reactivos de la 

transcripción inversa afecten a la RT-qPCR. Los cebadores sentido y antisentido utili-

zados se diseñaron mediante la herramienta Primer-Blast 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y se compraron a Condalab (Madrid, 

España). Para llevar a cabo la RT-qPCR se empleó el TB Green® Premix Ex TaqTM 

(Takara). Cada reacción de RT-qPCR estuvo formada de 2 µl de ADNc diluido, 0,34 

µl de cada cebador, 2,32 µl de agua libre de nucleasas y 5 µl del Master Mix. Se 

realizaron triplicados técnicos para cada muestra y gen, ya que es una reacción muy 

sensible y pequeñas variaciones en las concentraciones de los reactivos pueden pro-

vocar variaciones importantes en los resultados obtenidos. Las reacciones se llevaron 

a cabo utilizando placas de 384 pocillos (A36931; Thermo Fisher Scientific) en un ter-

mociclador Viia 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, EE. UU.) 

utilizando el protocolo detallado en la tabla 4. 

Los cebadores empleados en este trabajo están detallados en la tabla 5. 

 

Protocolo para la RT-qPCR 

Paso 
Tempera-

tura 
Tiempo Nº de ciclos 

Desnaturalización inicial 95ºC 10 min - 

PCR (desnaturalización e 
hibridación/extensión) 

95ºC 
60ºC 

15 s 
1 min 

40 

Enfriamiento 4ºC - - 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabla4. Protocolo empleado para la RT-qPCR. 

 

Cebadores 

Gen Cebador F Cebador R 

hOCT4 ATGCACAACGAGAGGATTTTG CAGAGTGGTGACGGAGACAG 

hSOX2 CCCCCGGCGGCAATAGCAT  TCGGCGCCGGGGAGATACAT   

hMYH7 GCCCCTTTCCTCATCTGTAGAC TCATCAGGCACGAAGACATCC 

hTNNT2 AGACAGAGCGGAAAAGTGGG GTCGAACTTCTCTGCCTCCAA 

hNQO2 TGGTCGGAAGATTGCTGGAC CTTGGGTTCCTGGTGTGCAT 

hNOS3 GTGGTAACCAGCACATTTGGG TCTGAGCAGGAGATGCTGTTG 

hSOD1 ACAAAGATGGTGTGGCCGAT AACGACTTCCAGCGTTTCCT 

hTXN GGTGAAGCAGATCGAGAGCA ACATCCTGACAGTCATCCACAT 

hCAT TGAAGATGCGGCGAGACTTT GAGGCCAAACCTTGGTGAGA 

hNRF1 CGCTGTTAAGCGCCATAGTG  GGAGTGATGTCCGCACAGAA  

hNRF2 CTTCATCTAGTTGTAACTGAG AGAATAAAGTGGCTGCTCAG 

hMYH6 GAGGAGCAAGCCAACACCAA GTGTCACTCCTCATCGTGCAT 

hMYL3  GCCCTAAGGAGGTCGAGTTT CACTGCCCGTAGGTGATCTT 

hTTN GGACTTCATAGCGCCGAACT CCAGTGCCTTCCTTTTCGGA 

hNEBL CAGAGCACCAGAGACGTCAG TCCTCAAATACAGGGACCCTCA 

hACTC1 TATGCTTCTGGCCGTACCAC CAAAGGAGTAGCCACGCTCA 

hTNNT2 AGACAGAGCGGAAAAGTGGG GTCGAACTTCTCTGCCTCCAA 

hTNNI3 GATGCGGCTAGGGAACCTC TGCAATTTTCTCGAGGCGGA 

hANK2 GCAGCTCAGAAAAGCGACAG CACGGAGGAAGCTTGCATTG 

hKCNQ1  GCGTCTCCATCTACAGCACG GAAGTGGTAAACGAAGCATTTCC 

hKCNH2 TTCCTGGACACCATCATCCG TCGTTGCAGTAGATGACGGC 

hKCNJ2 GTCCGAGGTCAACAGCTTCA ATGATGCAGCCCACGATTGA 

hCACNA2D2 TTCTCTTTGTGGTGGCCGAG TGCACTAGCTCACACTGCTC 

hCACNA1G  GAACCGTCCTGCTCTCTAGC CAGACTTCCGCACAGTCAGT 

hSCN2B  AAGCCATAAGCACTGGGGAC TGACCCTGTTGTATTGCCCC 

hSCN5A  CGCAAGGAAACACGGTTTGA GCTGGGATTCCTGCTTGCT 

hTGFBR1  GAGTGTGGAGACCATCAAGGA  CTGTTTTAGCTGCTGGCGAC  

hSMAD2  GCAAGCCACGCTAGGAAAAC TACAGGTTGCATGGTCTGGC 

hSMAD4  TACAGGTTGCATGGTCTGGC CACCCTGCCCCACAAAAATG 

hPOSTN  GAGACACACCCGTGAGGAAG   CACTGAGAACGCCTTCCCTT 

hFBN1  CCTATGCCGAGGTGGTGTTT TGTCGATACACGCGGAGATG 

hGDF15 GCAAGAACTCAGGACGGTGA TGGAGTCTTCGGAGTGCAAC 

hCKM  AGAGTCCTGCTCCCTCACTC AGGATGGAGCCCATTGGTTG 

hGAPDH  CCCCTCTGCTGATGCCCCCA TGACCTTGGCCAGGGGTGCT 

rNfe2l2 GCCCTGGATATTCCCAGCC TCTCAGCCTGCTGCTTGTTT 
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rNrf1 TACAAGGCGGGGGACAGATA TGCATGAACTCCATCTGGGC 

rGapdh CCCAGCCCAGCAAGGAT TGTTGTTATGGGGTCTGGGAT 

 

Tabla 5. Lista de los cebadores empleados para RT-qPCR. 

 

11.4 Extracción de miARN 

La extracción de miARN se llevó a cabo de manera similar a la extracción de ARN. 

Las células se mantuvieron en frío, se realizó un lavado con PBS y se añadieron 700 

µl del tampón de lisis QIAzol (Qiagen) a cada pocillo. Este protocolo se realizó en una 

cabina de extracción de gases debido a la toxicidad del QIAzol. El homogeneizado de 

células en QIAzol se recogió en tubos Eppendorf y puede almacenarse a -80ºC du-

rante varios meses antes de proceder a la purificación del miARN. A continuación, se 

añadieron 140 µl de cloroformo a cada tubo, se agitaron vigorosamente en vórtex du-

rante 15 s, se incubaron 2-3 min a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 

15 min a 12000 x g a 4ºC. Esto produce la separación de la muestra en tres fases: 

una fase orgánica de color rosa abajo, una interfase blanca y una fase acuosa trans-

parente arriba. Se recogió la fase acuosa (aprox. 300 µl) y se mezcló con 1,5 volúme-

nes de etanol 100%. Después, se procedió a la purificación del miARN utilizando las 

columnas del kit comercial miRNeasy micro kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones 

del fabricante.  

 

 

11.5 Retrotranscripción de miARN 

La transcripción inversa de miARN se realizó con el miRCURY LNA Universal RT 

miRNA PCR Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacción se 

llevó a cabo en un termociclador Eppendorf utilizando 2 µl del miARN purificado ante-

riormente en todas las muestras. Se utilizó un ciclo de temperatura de 60 min a 42ºC 

seguido de una incubación de 5 min a 95ºC y, finalmente, se mantuvo a 4ºC. El pro-

ducto de la reacción se almacenó a -20ºC. 
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11.6 RT-qPCR de miARN 

Para estudiar los niveles relativos de miARN de las células tras los distintos tratamien-

tos se realizó una RT-qPCR empleando el kit miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit y 

cebadores específicos de miARN de la marca miRCURY LNA miRNA PCR Assays 

(todo ello de Qiagen). Para cada reacción de la RT-qPCR se utilizaron 4 µl del ADNc 

obtenido en el paso anterior diluido 1:80, 5 µl de miRCURY SYBR Green Master Mix 

y 1 µl de cebador. Las reacciones de RT-qPCR se hicieron por triplicado para cada 

muestra y miARN estudiado. Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 384 po-

cillos en un termociclador Viia 7 Real-Time PCR siguiendo el protocolo detallado en la 

tabla 4.  

 

11.7 Extracción de proteína 

La extracción de proteínas de las células también se llevó a cabo en frío poniendo las 

placas de cultivo en una bandeja con hielo. Las células se lavaron 2 veces con PBS y 

se lisaron con tampón RIPA. El lisado celular se recogió en tubos eppendorf y estos 

se centrifugaron a 12000 x g durante 15 min a 4ºC. El sobrenadante con las proteínas 

se pasó a nuevos tubos y los restos celulares se descartaron. Las muestras se alma-

cenaron a -20ºC. 

 

11.8 Cuantificación de proteínas mediante ensayo BCA 

Para determinar la concentración de proteína en las muestras extraídas anteriormente 

se llevó a cabo un ensayo BCA empleando el PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific). Cuando la proteína reacciona con los reactivos del BCA dan lugar a 

un producto coloreado que puede ser cuantificado por colorimetría. Para realizar el 

ensayo se mezclaron previamente los reactivos B y A del kit con una ratio de 1:50. A 

continuación, se añadieron 10 µl de cada muestra de proteína en RIPA a 190 µl de la 

mezcla de reactivos de BCA en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 30 

min a 37ºC. También se realizó la reacción para una curva patrón de albúmina de 

suero bovino (BSA) de concentraciones conocidas que van de 20 a 2000 µg/ml. Tras 

el tiempo de incubación, se determinó la absorbancia de las muestras y de la curva 

patrón a 550 nm en un lector de placas Halo LED 8. Se representaron la absorbancia 

de la curva patrón frente a la concentración de proteína y se obtuvo una recta en la 
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cual se interpolaron las absorbancias de las muestras para determinar la concentra-

ción de proteína.  

 

11.9 Western blot 

El Western Blot es un inmunoensayo basado en la reacción antígeno-anticuerpo que 

permite detectar de forma específica una proteína determinada en una muestra bioló-

gica. La técnica consta de tres pasos: 

• La separación de las proteínas por sus pesos moleculares mediante electrofo-

resis en gel de poliacrilamida. 

• La transferencia de las proteínas a una membrana. 

• El marcaje de las proteínas que se quieren estudiar con un anticuerpo primario 

y uno secundario conjugado con una molécula que permite su detección. 

 

11.9.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida 

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilfulfato sódico (SDS-PAGE, por 

Sodium Dodecyl Sulphate – Polyacrylamide Gel Electrophoresis) permite la separa-

ción de las proteínas a través de una matriz porosa al aplicar un campo eléctrico cons-

tante. El uso de SDS, un detergente aniónico, ayuda a desnaturalizar las proteínas y 

les aporta densidad de carga negativa. De este modo, cuando se aplica un campo 

eléctrico en el gel de poliacrilamida, las proteínas solo migran en función de su peso 

molecular. Los geles se formaron utilizando una solución de acrilamida 30%/ bisacri-

lamida 0,8% (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). La polimerización de la acrilamida se 

llevó a cabo utilizando las recetas mostradas en la tabla 6. El porcentaje de acrilamida 

final del gel determinará el tamaño de los poros de la matriz, de modo que cuanto 

mayor sea, menor será el tamaño de poro y más tiempo les costará a las proteínas 

migrar por él. En este trabajo se emplearon geles divididos en dos fases. La primera 

fase (stacking) es un gel con una concentración de poliacrilamida baja (5%) que per-

mite que las proteínas migren rápidamente y se concentren en un punto. La segunda 

fase (running) es donde se produce la separación de las proteínas. Los geles running 

con porcentaje alto de acrilamida (10-15%) se utilizan para separar proteínas de bajo 

peso molecular y los de porcentaje bajo (6-8%) se usan para separar las de elevado 

peso molecular. 
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Tabla 6. Composición de los geles de poliacrilamida  

Para realizar la electroforesis, 30 µg de las muestras de proteína se mezclaron con 

tampón de carga Laemmly 4x (Bio-Rad) suplementado con β-mercaptoetanol (Sigma-

Aldrich). Después, las muestras se incubaron a 95ºC durante 5 min para desnaturali-

zar las proteínas y se cargaron en los pocillos del gel. También se añadió un marcador 

de peso molecular Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (BioRad) para de-

terminar el tamaño de las proteínas. La electroforesis se llevó a cabo en un tampón 

de running (25 mM Tris, 190 mM de glicina y 0,1% de SDS) con amperaje constante 

de 50 mA. 

 

11.9.2 Transferencia a membrana de PVDF 

Tras separar las proteínas estas se transfirieron del gel a una membrana de fluoruro 

de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P; Millipore) previamente activada con metanol 

100% durante 15 s, 2 min en agua MQ y 15 min en tampón de transferencia (0,25 M 

Trizma Base, 2 M glicina y 20% de metanol). La transferencia se realizó en el mismo 

tampón con amperaje constante (250 mA) durante 3 h en frío. 

 

11.9.3 Inmunodetección 

Tras la transferencia, las membranas se bloquearon con una solución de bloqueo for-

mada por leche en polvo desnatada al 5% disuelta en tampón salino tris (TBS, 

Agua MQ 6,3 ml Agua MQ 7,93 ml

Tris 1 M

pH 6,8
1,5 ml

Tris 1,5 M

pH 8,8
5 ml

Acrilamida

29:1 30%
2 ml

Acrilamida

29:1 30%
6,67

SDS 10% 100 μl SDS 10% 200 μl

APS 10% 100 μl APS 10% 200 μl

TEMED 10 μl TEMED 8 μl

Volumen total 10 ml Volumen total 20 ml

Geles de poliacrilamida

Stacking (gel 6%) Running (gel 10%)
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compuesto de 50 mM Tris-HCl y 150 mM NaCl a pH 7,6) durante 1 h en agitación 

suave a temperatura ambiente. Esto se realiza para evitar las uniones inespecíficas 

entre los anticuerpos y la membrana. Después, las membranas se incubaron con los 

anticuerpos primarios contra las proteínas que se quieren detectar diluidos en tampón 

de bloqueo durante toda la noche a 4ºC en agitación suave.  Al día siguiente, las 

membranas se lavaron 3 veces con TBS durante 10 min a temperatura ambiente en 

agitación suave. A continuación, se incubaron con los anticuerpos secundarios conju-

gados con peroxidasa de rábano (HRP) en agitación suave a temperatura ambiente 

durante 1,5 h y se lavaron 3 veces con TBS. En la tabla 7 se muestra una lista con los 

anticuerpos empleados. Finalmente, las membranas se revelaron con el kit SuperSig-

nal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific) en un reve-

lador Amershan Imager 600 (GA Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.) La expresión rela-

tiva de las proteínas se determinó por densitometría utilizando el programa informático 

ImageJ.  

 

Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Anti-caspasa 3 Conejo 1/500 
Cell Signaling 
Technology®  

#9662 

Anti-caspasa 3 
activa 

Conejo 1/500 
Cell Signaling 
Technology®  

#9664 

Anti-bcl-2 Conejo 1/200 
Cell Signaling 
Technology®  

#4223 

Anti-bax Conejo 1/500 
Cell Signaling 
Technology®  

#2772 

Anti-p-histona 
γ-H2AX 

Ratón 1/1000 
Merck 

Millipore 
05-636-200 

Anti-catalasa Conejo 1/200 
Cell Signaling 
Technology®  

#12980 

Anti-SOD1 Conejo 1/500 
Cell Signaling 
Technology®  

#37385 

Anti-p-YAP Conejo 1/500  
Cell Signaling 
Technology®  

 #13008 

Anti-YAP Conejo  1/500 
Cell Signaling 
Technology®  

#14074 

Anti-Smad2 Conejo 1/500 
Fisher 

Scientific 
16860344 

Anti-tubulina Ratón 1/4000 Sigma-Aldrich T5168 

Anti-gapdh  Conejo 1/1000  
Cell Signaling 
Technology®  

 #5174 
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Anticuerpos secundarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Anti-IgG de  
conejo 

Cabra 1/5000 Dako P0448 

Anti-IgG de 
ratón 

Conejo 1/5000 Sigma-Aldrich A9044 

 

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para Western Blot.  

 

12. Modelo experimental de cardiotoxicidad indu-

cida por doxorrubicina in vivo 

12.1 Animales 

En el estudio se emplearon ratas Wistar de 200-250 g (Charles River Laboratories Inc. 

Willmington, MA, EE. UU.). El número inicial de ratas incluida en el estudio fue de 20. 

La mortalidad debida al tratamiento con doxorrubicina fue del 20% aproximadamente. 

 

12.2 Tratamiento con doxorrubicina y administración in 

vivo del miR-4732-3p 

Las ratas se dividieron en tres grupos experimentales: control, DOX y DOX+miR-4732-

3p. Al grupo DOX se le administraron 7 inyecciones intraperitoneales (1 a la semana) 

de doxorrubicina (D2975000, Merck) a una dosis de 2 mg/kg, dando lugar a una dosis 

acumulada de 14 mg/kg. El grupo DOX+miR-4732-3p recibió el mismo tratamiento con 

doxorrubicina y, además, el miR-4732-3p encapsulado en una emulsión liposomal. 

Para preparar la emulsión, se mezclaron 16 µl del Mimic-4732 con 8,5 µl de Maxsu-

pressor in vivo RNA-LANCEr-II lipidic Reagent (Cosmo Bio Co. Ltd, Tokio, Japón). La 

formulación lipídica se inyecto a través de la vena de la cola en la semana 2 y 4 des-

pués de la primera inyección de doxorrubicina. La dosis final de Mimic-4722 fue de 70 

µg/rata. 
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12.3 Ecocardiografía en ratas 

El ecocardiograma transtorácico es una prueba diagnóstica de imagen empleada para 

estudiar el funcionamiento del corazón. Para evaluar la función cardíaca de las ratas 

se realizaron ecocardiografías transtorácicas bajo anestesia inhalatoria (Sevofluora-

noTM) usando un sistema ecocardiográfico (General Electrics, Milwaukee, WI, EE. UU.) 

equipado con una sonda de 10 MHz como se describió anteriormente231. Las medidas 

se tomaron antes del tratamiento con doxorrubicina y tras 6 semanas del tratamiento 

con doxorrubicina. La ecocardiografía en modo M y en dos dimensiones (2D) se 

realizó a nivel de los músculos papilares en la vista del eje corto paraesternal. Los 

parámetros funcionales se registraron durante cinco ciclos cardíacos consecutivos y 

se calcularon siguiendo la metodología establecida232. Se tomaron medidas del ven-

trículo izquierdo (LV) en fin de diástole (LVDd) y fin de sístole (LVDs), el grosor de la 

pared anterior (AWT) y la posterior (PWT) en diástole y sístole, el área de fin de diás-

tole (EDA) y de sístole (ESA). El cambio porcentual de área (CAP) se calculó con la 

siguiente fórmula: CAP = [(EDA-ESA)/EDA]∙100. La fracción de acortamiento (FA) se 

calculó como FA = [(LVDd-LVDs)/LVDd]∙100. 

 

12.4 Sacrificio de los animales y fijación por perfusión 

Las ratas se sacrificaron a las 6 semanas de la primera inyección de doxorrubicina y 

se extrajeron los corazones. En primer lugar, se inyectó al animal con 0,5 ml de tio-

pental sódico, que actúa como anestésico, y 0,1 ml de fentanilo, que actúa como anal-

gésico, ambos por vía intraperitoneal. Se comprobó que la rata estaba completamente 

anestesiada por la pérdida del reflejo pedal (no retira la pata trasera al apretarla con 

unas pinzas). Cuando la rata estaba completamente anestesiada y había dejado de 

responder a los estímulos se procedió a la apertura de la cavidad torácica para dejar 

expuesto el corazón. Se inyectó una palometa en la vena cava y otra en el ventrículo 

izquierdo. Por ambas palometas se inyectaron 5 ml de una solución de cloruro de 

cadmio 62 mM y cloruro de potasio 1,5 M para detener el corazón en diástole. A con-

tinuación, se retiró la palometa de la vena cava y se cortó. Seguidamente, se inyecta-

ron 10 ml de suero salino por la canulación del ventrículo izquierdo para lavar el cora-

zón y luego 5 ml de PFA al 2%. La palometa del ventrículo izquierdo se retiró, se 

introdujo una nueva por la aorta y por ella se perfundió PFA al 2% durante 15 min 

utilizando una bomba de perfusión a velocidad 4,3 ml/min. Después, se extrajo el 
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corazón, se lavó con PBS, se cortó la parte superior de la aurícula para favorecer la 

entrada de PFA y se dejó en PFA 2% en agitación a 4ºC durante toda la noche para 

finalizar la fijación. Al día siguiente se realizaron 5 lavados con PB 0,1 M durante 15 

min. 

 

12.5 Histología 

12.5.1 Inclusión en parafina y corte de los corazones 

Una vez se han fijado los corazones, estos se incluyen en parafina. El proceso susti-

tuye el agua del tejido para reemplazarla por un medio líquido (la parafina) que solidi-

fica a temperatura ambiente. Esto proporciona al tejido la consistencia y homogenei-

dad necesaria para obtener secciones muy finas mediante un microtomo. El protocolo 

que se empleo fue el siguiente: 

• Etanol al 70% durante toda la noche en agitación (225 rpm) a 4ºC. 

• Etanol al 70% durante 1 h en agitación a temperatura ambiente. 

• Etanol al 96% durante 1 h en agitación a temperatura ambiente (2 veces). 

• Etanol al 100 % durante 1 h en agitación a temperatura ambiente (2 veces). 

• Xilol durante 30 min en agitación a temperatura ambiente (2 veces). 

• Mantener el tejido en parafina líquida durante una hora en estufa a 60ºC. 

• Cambiar a otra cubeta con parafina “limpia” durante toda la noche en la estufa 

a 60ºC. 

• Al día siguiente se forman los bloques de parafina con los corazones dejando 

que solidifiquen en una placa fría. Los bloques se pueden almacenar a tempe-

ratura ambiente durante meses antes de cortarlos. 

Una vez obtenidos los bloques, estos se cortaron con un microtomo obteniendo sec-

ciones de 5 µm de grosor. Los cortes se recogieron en portaobjetos recubiertos de 

gelatina-alumbre para su posterior tinción. 

 

12.5.2 Desparafinación del tejido 

Para poder realizar una tinción acuosa o inmunofluorescencia los cortes se tienen que 

desparafinar, ya que la parafina no se puede mezclar con el agua. Para ello se siguió 

el siguiente protocolo: 
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• Mantener los cortes en una estufa a 60ºC durante 25 min. 

• Realizar dos lavados con xilol durante 5 min a temperatura ambiente. 

• Realizar dos lavados con etanol al 100% durante 5 min a temperatura am-

biente. 

• Realizar dos lavados con etanol al 96% durante 5 min a temperatura ambiente. 

• Realizar dos lavados con etanol al 70% durante 5 min a temperatura ambiente. 

• Los cortes se mantuvieron en PBS a 4ºC hasta el momento de realizar la tin-

ción. 

 

12.5.3 Tricrómico de Masson 

La tinción tricrómica de Masson es una tinción que permite visualizar las fibras de 

colágeno I. En esta tinción las fibras de colágeno se tiñen de azul, mientras que el 

tejido muscular se tiñe de rojo. Esto permite cuantificar el porcentaje de fibrosis del 

corazón cuantificando el área azul que corresponde al colágeno. El protocolo que se 

empleo fue el siguiente: 

• Introducir los portaobjetos con los cortes desparafinados en una cubeta con 

solución de Bouin (Sigma-Aldrich) a 56ºC durante 15 min. 

• Lavar con agua corriente hasta enfriar las muestras. 

• Incubar 5 min con hematoxilina férrica de Weigert (Sigma-Aldrich) en oscuridad. 

• Lavar los cortes en tres cubetas con agua corriente caliente de mayor a menor 

temperatura. 

• Aclarar con agua destilada. 

• Incubar 2 min con fucsina ácida-escarlata de biebrich (Sigma-Aldrich). 

• Aclarar con agua destilada. 

• Incubar 15 min con ácido fosfomolíbdico (Sigma-Aldrich) en oscuridad. 

• Incubar 1 min con azul de anilina (Sigma-Aldrich). 

• Incubar 1 min con ácido acético al 1%. 

• 20 pases de etanol al 70%. 

• 20 pases de etanol al 96%. 

• 20 pases de etanol al 100%.  

• Mantener en xilol hasta el montaje de las muestras. 
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Las muestras se visualizaron con un microscopio Leica DM6000 (Leica Microsystems 

GmbH, Wetzlar, Alemania) y el porcentaje de fibrosis se determinó utilizando el pro-

grama informático ImageJ. 

 

12.5.4 Rojo Sirio 

El rojo sirio es otra de las tinciones utilizadas para cuantificar fibrosis en los cortes de 

corazón. Esta tinción tiñe el colágeno de color rojo intenso y los núcleos y citoplasmas 

de color amarillo rojizo. Se empleó el siguiente protocolo: 

• Para preparar la tinción de rojo sirio (Sigma-Aldrich): 

o Disolver 4 g de pícrico saturado en 90 ml de agua destilada en agitación 

30 min.  

o Disolver 0,1 g de direct red en 10 ml de agua. 

o Mezclar ambas disoluciones y esperar 48 h.  

o Filtrar antes de usar. 

• Incubar los cortes con la tinción de rojo sirio durante 30 min a temperatura am-

biente. 

• Realizar 2 lavados en agua acética (0,5% de ácido acético en agua destilada) 

de 5 min. 

• Realizar 2 lavados en etanol 100% de 5 min cada uno. 

• Realizar 2 lavados en xilol y mantener en xilol hasta el montaje. 

Las muestras se visualizaron con un microscopio Leica DM6000 y el porcentaje de 

fibrosis se determinó utilizando el programa informático ImageJ. 

 

12.5.5 Inmunofluorescencia en tejido 

Para realizar la inmunofluorescencia en los cortes de tejido primero se realizó un des-

enmascaramiento antigénico sumergiendo los portaobjetos en tampón citrato 10 mM 

a 95ºC durante 25 minutos. Para reducir la temperatura, los cortes se pasaron por 3 

cubetas con agua corriente. A continuación, se siguió el mismo protocolo de inmuno-

fluorescencia empleado en las células. Los cortes se bloquearon con solución de blo-

queo y se incubaron con los anticuerpos primarios (tabla 8) durante toda la noche. Al 

día siguiente se incubaron con los anticuerpos secundarios (tabla 8) y DAPI y se 
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montaron con FluorSaveTM. Finalmente, los cortes se visualizaron con un microscopio 

de fluorescencia Leica DM2500 y se analizaron con ImageJ. 

 

Anticuerpos primarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Anti-4-HNE Ratón 1/100 Abcam ab48506 

Anti-caveolina-1 Conejo 1/100 
Cell Signaling 
Technology®  

#3238 

Anti-periostina Conejo 1/200 Proteintech 19899-1-AP 

Anticuerpos secundarios 

Anticuerpo Especie Dilución 
Casa 

comercial 
Referencia 

Alexa Fluor® 488 
anti-ratón 

Cabra 1/200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A11001 

Alexa Fluor® 555 
anti-conejo 

Cabra 1/200 
Thermo Fisher 

Scientific 
A27039 

 

Tabla 8. Anticuerpos empleados en inmunofluroescencia en cortes de corazón. 

 

12.5.6 Cuantificación de la apoptosis por TUNEL 

La tinción de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 

es un método para detectar células en apoptosis. La tinción se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los cortes de corazón se incubaron en solución de blo-

queo y permeabilización durante 1 h y, después, se incubaron con la mezcla de reac-

tivos de TUNEL del in situ cell death detection kit TMR red (Roche, Basel, Suiza) du-

rante 1 h a 37ºC en oscuridad. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS, se incuba-

ron con DAPI 200 ng/ml durante 10 min en oscuridad y se lavaron 3 veces con PBS. 

Finalmente, se montaron con el reactivo FluorSaveTM. Los cortes se visualizaron con 

un microscopio de fluorescencia Leica DM2500 y se analizaron con ImageJ. 
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12.5.7 Medida del área transversal de los cardiomiocitos mediante 

tinción con WGA 

Para medir el área transversal de los cardiomiocitos se realizó una tinción con agluti-

nina de germen de trigo (WGA), ya que esta se une a las glicoproteínas del sarcolema, 

marcando el contorno de los cardiomiocitos. Los cortes del corazón se tiñeron con 

WGA 5 µg/ml (WGA Texas RedTM conjugate, Thermo Fisher Scientific) en HBSS du-

rante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Las muestras se lavaron 3 veces con 

PBS, se tiñeron con DAPI 200 ng/ml durante 10 min en oscuridad y se lavaron 3 veces 

con PBS. Después se montaron con FluorSaveTM y finalmente, se visualizaron con un 

microscopio de fluorescencia Leica DM2500. Las imágenes se analizaron con el pro-

grama informático ImageJ. 

 

13. Análisis de ontología génica de genes diana del 

miR-4732-3p 

Se estudiaron los posibles genes diana del miR-4732-3p in silico. Los términos de 

ontología génica (GO) enriquecidos para los genes diana del miR-4732-3p fueron ob-

tenidos a partir de miRWalk y se consideraron significativos para p-valor < 0,05233. Los 

términos GO seleccionados y sus intersecciones fueron representados con un dia-

grama UpSet. Empleando mirDIP 4.1234 se obtuvo un conjunto de genes diana predi-

chos para el miR-4732-3p y estos fueron analizados con GeneTrail235 para identificar 

miARNs con genes diana similares. Los miARNs que tuvieron genes validados signi-

ficativamente enriquecidos fueron seleccionados para un análisis de interactoma.  

 

14. Análisis de interactoma 

Se emplearon bloques funcionales a partir de los procesos biológicos de la ontología 

génica para un análisis con el Cytoscape Software v3.7.2 (www.cytoscape.org/). Las 

imágenes del interactoma se construyeron empleando miARNs detectados en miR-

TarBase. Se determinó una significancia de 0.05 y los bloques funcionales se consi-

deraron enriquecidos si su p-valor corregido era < 0,05. 

 

http://www.cytoscape.org/
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15. Análisis estadístico 

Las variables cuantitativas se representaron como la media ± la desviación estándar 

(SD). Los análisis se realizaron con el programa informático GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.). La normalidad de la distribución de 

los datos se analizó con el test de Kolmogorov-Smirnov. Para la comparación de la 

media de una variable en dos grupos con distribución normal se utilizó el test de la t 

de Student, pareada o no pareada en función del diseño experimental. Cuando la dis-

tribución no ha sido normal se utilizó la prueba U de Mann-Whitney. Para la compara-

ción de la media de una variable entre tres o más grupos experimentales se realizó un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA). Para realizar comparaciones entre parejas 

de grupos experimentales después de realizar el ANOVA se realizó el test de compa-

ración múltiple de Tukey. Las diferencias se consideraron estadísticamente significa-

tivas con un p < 0,05 con un intervalo de confianza del 95%. 
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1. Selección de pacientes oncológicos pediátricos 

con cardiotoxicidad inducida por antraciclinas y 

derivación de hiPSC específicas de paciente 

La cardiotoxicidad temprana como consecuencia del tratamiento con antraciclinas es 

rara en pacientes pediátricos. Por este motivo, se decidió estudiar el efecto de la do-

xorrubicina en cardiomiocitos diferenciados de hiPSC derivadas de pacientes oncoló-

gicos pediátricos que experimentaron cardiotoxicidad temprana como consecuencia 

de su tratamiento con antraciclinas. En este estudio se reclutaron dos pacientes con 

estas características, de 7 y 14 años de edad, gracias a la colaboración con el Hospital 

Sant Joan de Déu de Barcelona y el Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Las 

hiPSC se generaron en el Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona (CMRB). 

Para ello, se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes y se aislaron células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las PBMC se reprogramaron mediante 

un sistema no integrativo que utiliza como vector el virus Sendai (Figura 10). Mediante 

la sobreexpresión de los factores de reprogramación Klf4, Oct3/4, Sox2 y cMyc se 

obtuvieron hiPSC específicas de los pacientes oncológicos pediátricos con cardiotoxi-

cidad temprana inducida por antraciclinas. Las líneas de hiPSC obtenidas se llamaron 

Ct PBiPS1-SV4F-1 (CTX1) y Ct PBiPS2-SV4F-1 (CTX2). Con fines comparativos, se 

utilizaron dos líneas de hiPSC control llamadas FiPS CTRL1-SV4F-7 (CTRL1) y FiPS 

CTRL2-SV4F-1 (CTRL2) procedentes de niños sin ninguna patología conocida. La 

información relativa al registro, depósito y caracterización de estas líneas de hiPSC 

se puede encontrar en la página web https://www.isciii.es/QueHacemos/Servi-

cios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx. 

 

 

Figura 10. Esquema del proceso de reprogramación de PBMC para derivar hiPSC. 

https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/BIOBANCOS/BNLC/Paginas/LineasiPS.aspx
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2. Diferenciación de las hiPSC a cardiomiocitos 

Las hiPSC son células con el potencial de diferenciarse a cualquier tipo celular adulto. 

En este trabajo las hiPSC se han diferenciado a cardiomiocitos para estudiar la car-

diotoxicidad inducida por doxorrubicina in vitro. La diferenciación se llevó a cabo me-

diante la modulación de la vía de señalización de WNT230 (Figura 11A). Para ello, en 

el día 0 de la diferenciación las células se tratan con el activador de la vía de WNT 

CHIR99021 para inducir mesodermo. El día 2 de la diferenciación se utiliza el inhibidor 

de la vía de WNT IWP-4 para inducir linaje cardiaco. Durante los primeros cuatro días 

de la diferenciación se observa mucha muerte celular en el cultivo (Figura 11B). A 

partir del día 6 de diferenciación aproximadamente, se obtienen los primeros progeni-

tores cardíacos. Alrededor del día 8 se observa un cambio morfológico importante, 

con haces de cardiomiocitos que se empiezan a contraer de manera sincronizada (Fi-

gura 11B). Entre el día 11 y el día 16 las células son sometidas a una selección me-

tabólica utilizando un medio de cultivo sin glucosa, y lactato como fuente de energía, 

ya que en estas condiciones solo pueden sobrevivir células con un metabolismo car-

díaco. Al final de la diferenciación los cardiomiocitos están densamente empaqueta-

dos sobre la superficie de la placa de cultivo. Alrededor del día 18 tras el inicio de la 

diferenciación, los cardiomiocitos se disgregan y se vuelven a sembrar a una menor 

densidad para obtener una monocapa de células en la que se realizaran los experi-

mentos. 
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Figura 11. Diferenciación a hiPSC-CM. A) Esquema del proceso de diferenciación a hiPSC-CM. B) 

Registro fotográfico del proceso de diferenciación. En las fotos a D-1 y D0 las células todavía son 

hiPSC. Del D8 en adelante las fotos muestran la morfología característica de los hiPSC-CM sin disgre-

gar (escala = 100 µM). 

 

Para comprobar la eficacia de la diferenciación al linaje cardíaco, se analizó, mediante 

citometría de flujo, la expresión de dos marcadores específicos de los cardiomiocitos: 

la cadena pesada de la miosina (MHC) y la troponina cardíaca I (cTnI). Se observó 

que más del 90% de las células eran positivas para ambos marcadores (Figura 12A). 

Además, se comprobó, por inmunofluorescencia, la expresión y distribución de dos 

proteínas sarcoméricas, la α-actinina sarcomérica (SAA) y la troponina cardíaca T 

(cTnT), observándose el característico patrón estriado del músculo cardíaco (Figura 

12B). Por último, se analizó la expresión de dos genes marcadores de pluripotencia 

(OCT4 y SOX2) y dos genes marcadores de cardiomiocitos (MYH7 y TNNT2) durante 

el tiempo que dura la diferenciación (Figura 12C). Al principio de la diferenciación (día 
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0), OCT4 y SOX2 están altamente expresados, mientras que no hay expresión de 

MYH7 ni de TNNT2. Desde el día 5 de diferenciación en adelante ya no hay expresión 

de OCT4 ni de SOX2, indicando que las células ya han perdido su estado pluripotente. 

A partir del día 5 se comienza a expresar TNNT2, indicando que las células se están 

diferenciando a cardiomiocitos, y a partir del día 11 comienza a expresarse el otro 

marcador cardíaco, MYH7. En el día 18 de la diferenciación, momento en el que los 

cardiomiocitos se disgregan y siembran para futuros experimentos, ambos marcado-

res cardíacos se encuentran altamente expresados. 

 

 

Figura 12. Caracterización de los hiPSC-CM. A) Histogramas representativos de las tinciones para los 

marcadores cardíacos MHC y cTnI. B) Imágenes representativas de hiPSC-CM teñidos con anticuerpos 

contra la α-actinina sarcomérica y la troponina cardíaca T. C) Expresión de los genes marcadores de 

pluripotencia OCT4 y SOX2 y marcadores cardíacos MYH7 y TNNT2 a lo largo del proceso de diferen-

ciación. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, 

NS = no significativo. 
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3. Caracterización de hiPSC-CM de pacientes pe-

diátricos que experimentaron cardiotoxicidad tem-

prana frente al daño por doxorrubicina 

Una vez establecido el protocolo de diferenciación a hiPSC-CM, las líneas de hiPSC-

CM CTX se caracterizaron frente al daño por doxorrubicina para comprobar si eran 

más susceptibles a la misma y podrían constituir un buen modelo para estudiar los 

mecanismos de cardiotoxicidad de la doxorrubicina o como modelo in vitro para probar 

agentes cardioprotectores. 

 

3.1 Los hiPSC-CM CTX tienen unos mayores niveles de ci-

totoxicidad inducida por doxorrubicina y apoptosis que los 

hiPSC-CM CTRL  

Para caracterizar la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina en los hiPSC-CM CTRL 

y CTX primero se probaron diferentes dosis de doxorrubicina (0-20 µM) con un tiempo 

de exposición de 48 h, y se determinó la viabilidad relativa de las células mediante el 

ensayo CCK8. Se comprobó que a partir de la dosis de 1 µM de doxorrubicina los 

hiPSC-CM CTX tuvieron una menor viabilidad que los hiPSC-CM CTRL (Figura 13A). 

Utilizando este rango de dosis se determinó la concentración inhibitoria 50 (IC50), es 

decir, la concentración mínima de doxorrubicina que produjo un 50% de reducción de 

la viabilidad celular, para las líneas de hiPSC-CM CTRL y CTX. La IC50 de los hiPSC-

CM CTRL fue de 2,26 µM, significativamente superior que la IC50 de los hiPSC-CM 

CTX, de 0,9 (Figura 13B). Para futuros experimentos se seleccionó el tratamiento con 

doxorrubicina de 1 µM durante 48 h. También se llevó a cabo un ensayo lactato des-

hidrogenasa (LDH). Este ensayo mide la actividad LDH liberada en el medio de cultivo 

como consecuencia del daño en la membrana plasmática, en este caso causado por 

la doxorrubicina. Se observó que la actividad LDH en el medio de cultivo de los hiPSC-

CM CTX era significativamente mayor que en el medio de los hiPSC-CM CTRL (Figura 

13C). Además, en imágenes de microscopía de contraste de fases de los hiPSC-CM 

CTX tratados con doxorrubicina se puede observar un mayor número de células muer-

tas que en los hiPSC-CM CTRL, también tratados (Figura 13D). También se determinó 

el porcentaje de células apoptóticas tras el tratamiento con doxorrubicina mediante 
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una tinción con anexina-V-FITC, una proteína que es capaz de unirse a la fosfatidilse-

rina, un fosfolípido que en condiciones normales se encuentra en la hemimembrana 

interna de las células, pero se transloca a la hemimembrana externa cuando las célu-

las entran en apoptosis. Se determinó que el porcentaje de células en apoptosis de 

los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina era significativamente superior al de 

los hiPSC-CM CTRL (Figura 13E).  

 

Figura 13. Efecto de la doxorrubicina sobre la viabilidad y apoptosis de los hiPSC-CM CTRL y CTX. A) 

Curvas de viabilidad de los hiPSC-CM tras ser expuestos a dosis crecientes de doxorrubicina. B) Con-

centración de doxorrubicina que provoca una reducción de la viabilidad de los hiPSC-CM del 50% (IC50). 

C) Actividad LDH en el medio de cultivo de los hiPSC-CM CTRL y CTX tras el tratamiento con doxorru-

bicina. D) Imágenes representativas de microscopía de contraste de fases de cardiomiocitos CTRL y 

CTX tratadas y sin tratar con doxorrubicina. Se puede observar una mayor muerte celular y debris en 

los cardiomiocitos CTX tratados con doxorrubicina comparados con los CTRL. E) Porcentaje de células 

apoptóticas de los hiPSC-CM CTRL y CTX tratados y sin tratar con doxorrubicina. A la derecha se 

muestran imágenes representativas de las citometrías de flujo utilizadas para cuantificar los niveles de 

apoptosis. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ****p < 0,0001, 

NS = no significativo. 
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Se quiso estudiar con mayor profundidad el efecto de la doxorrubicina sobre la apop-

tosis de los hiPSC-CM CTX y CTRL. En primer lugar, se estudió la actividad de las 

caspasas en los hiPSC-CM CTRL y CTX, ya que estas son las proteínas efectoras de 

la apoptosis. Se observó que la actividad caspasa 3/7 de los hiPSC-CM CTX tras el 

tratamiento con doxorrubicina era superior que en los hiPSC-CM CTRL, indicando 

unos niveles mayores de apoptosis en los cardiomiocitos CTX (Figura 14A). También 

se determinaron, por Western Blot, los niveles de procaspasa 3 y caspasa 3 activa de 

los hiPSC-CM CTRL y CTX (Figura 14B-D), observándose niveles superiores de pro-

caspasa 3 y niveles muy elevados de caspasa 3 activa en los hiPSC-CM CTX tratados 

con doxorrubicina comparados con los niveles de caspasa 3 activa en los hiPSC-CM 

CTRL. Por último, se estudió por Western Blot la ratio entre la proteína pro-apoptótica 

bax y la proteína anti-apoptótica bcl-2, observándose un ratio significativamente supe-

rior en los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina comparados con los CTRL (Fi-

gura 14B, E).  

 

 

Figura 14. Actividad y expresión de proteínas pro-apoptóticas en hiPSC-CM CTRL y CTX tratadas con 

doxorrubicina. A) Actividad caspasa 3/7 registrada en extractos celulares de hiPSC-CM CTRL y CTX 

tratadas con doxorrubicina y sin tratamiento. La actividad caspasa 3/7 se determinó por luminometría 

utilizando el kit Caspase-Glo 3/7® de Promega. B) Western Blots representativos de caspasa 3, cas-

pasa 3 activa, bcl-2, bax y α-tubulina de hiPSC-CM CTRL y CTX tratados con doxorrubicina y sin 
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tratamiento. C) Expresión relativa de la caspasa 3 cuantificada por densitometría. D) Expresión relativa 

de la caspasa 3 activa cuantificada por densitometría. E) Ratio entre la proteína pro-apoptótica Bax y 

la proteína anti-apoptótica bcl-2. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, 

**p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

3.2 Los hiPSC-CM CTX tienen unos niveles superiores de 

estrés oxidativo comparados con los hiPSC-CM CTRL tras 

el tratamiento con doxorrubicina 

El estrés oxidativo es uno de los principales componentes de la cardiotoxicidad indu-

cida por doxorrubicina. Por ese motivo, se analizaron los niveles de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) en los hiPSC-CM CTRL y CTX tras el tratamiento con doxorrubi-

cina. Para la detección de todos los ROS de la célula se realizó una tinción con DCFH-

DA y las células se analizaron por citometría de flujo. Se observaron mayores niveles 

de ROS en los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina que en los CTRL (Figura 

15A). Además, se realizó una tinción con MitoSOX® para determinar los niveles de 

superóxido (O2
-) mitocondrial, y se comprobó que el número de células positivas para 

MitoSOX® era mayor en los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina que en los 

CTRL (Figura 15B). También se analizaron los niveles de glutatión reducido (GSH), 

ya que el GSH se utiliza en la detoxificación de ROS, oxidándose a GSSG, por lo que 

la depleción de GSH indica unos niveles más elevados de ROS en las células. Se 

observó que los niveles de GSH estaban significativamente reducidos en los hiPSC-

CM CTX tratados con doxorrubicina comparados con los hiPSC-CM CTRL (Figura 

15C). Para comprender mejor las diferencias observadas entre los cardiomiocitos 

CTRL y CTX se estudió la expresión de varios genes relacionados con los ROS (Fi-

gura 15D). Se observó una mayor expresión de CAT, que codifica la enzima catalasa, 

responsable de la detoxificación del peróxido de hidrógeno (H2O2) y NRF1, un factor 

de transcripción involucrado en la expresión de varios genes antioxidantes, en los car-

diomiocitos CTRL sin tratamiento con doxorrubicina comparados con los cardiomioci-

tos CTX, también sin tratar. Al ser tratados con doxorrubicina, CAT siguió teniendo 

una mayor expresión en los hiPSC-CM CTRL y también se observó una mayor expre-

sión de SOD1, que codifica la superóxido dismutasa 1, una enzima que detoxifica 

superóxido en las células. Sorprendentemente, se observó una mayor expresión de 

NQO2, una tiorredoxina (TRX) involucrada en la detoxificación de ROS, en los hiPSC-

CM CTRL sin tratamiento con doxorrubicina comparados con los CTX, pero no hubo 
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diferencias entre los hiPSC-CM CTRL y CTX después del tratamiento con doxorrubi-

cina. No se encontraron diferencias en la expresión de TXN ni NRF2 entre los grupos 

experimentales. Por último, se estudiaron los niveles de catalasa y superóxido dismu-

tasa 1 por Western Blot (Figura 15E-G). Sorprendentemente, no se observaron dife-

rencias en los niveles de proteína de la catalasa entre los grupos experimentales, a 

pesar de haber visto diferencias a nivel de su ARNm. Por otra parte, a nivel de proteína 

la superóxido dismutasa 1 sí que se comporta de la misma manera que el ARNm, 

observándose unos niveles de SOD1 más elevados en los hiPSC-CM CTRL tratados 

con doxorrubicina comparados con los hiPSC-CM CTX, también tratados con doxorru-

bicina. 
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Figura 15. Efecto de la doxorrubicina sobre el estrés oxidativo en hiPSC-CM CTX y CTRL. A) Cuanti-

ficación de ROS totales en hiPSC-CM CTRL y CTX tras el tratamiento con doxorrubicina. Las células 

se tiñeron con DCFH-DA y se analizaron por citometría de flujo. B) Cuantificación del superóxido mito-

condrial en hiPSC-CM CTRL y CTX tras el tratamiento con doxorrubicina. Las células se tiñeron con 

MitoSOX® y se analizaron por citometría de flujo. C) Niveles de GSH en hiPSC-CM CTRL y CTX trata-

dos con doxorrubicina. Los niveles de GSH se determinaron con el kit GSH-GloTM de Promega. D) 

Expresión de diferentes genes relacionados con la detoxificación de ROS en hiPSC-CM CTRL y CTX 

tratados con doxorrubicina y sin tratamiento. Para normalizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado 

como control endógeno el GAPDH. E) Western Blots representativos de catalasa, superóxido dismu-

tasa 1 y α-tubulina de hiPSC-CM CTRL y CTX tratados con doxorrubicina y sin tratamiento. F) Expresión 

relativa de la catalasa cuantificada por densitometría. G) Expresión relativa de la SOD1 cuantificada 

por densitometría. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ***p 

< 0,001, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

 

3.3 Los hiPSC-CM CTX tienen unos mayores niveles de 

daño genotóxico y mitocondrial que los hiPSC-CM CTRL 

tras el tratamiento con doxorrubicina 

Uno de los principales mecanismos por los cuales la doxorrubicina causa daño en los 

cardiomiocitos es mediante la unión a la topoisomerasa IIβ, causando roturas de doble 

cadena en el ADN. Esto produce errores en la transcripción génica, daño mitocondrial 

y la formación de ROS. Para estudiar las diferencias en el daño genotóxico inducido 

por doxorrubicina se realizó una inmunofluorescencia contra la fosfo-histona γ-H2AX, 

que marca roturas de doble cadena en el ADN. Se observo, de manera cualitativa, 

más núcleos marcados para p-histona γ-H2AX en los hiPSC-CM CTX tratados con 

doxorrubicina comparados con los CTRL (Figura 16A). Para cuantificar los niveles de 

p-histona γ-H2AX se realizó un Western Blot y se observó que los niveles de p-histona 

γ-H2AX eran significativamente mayores en los cardiomiocitos CTX tratados con do-

xorrubicina que en los CTRL (Figura 16A). 
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Figura 16. Efecto de la doxorrubicina sobre el daño genotóxico en hiPSC-CM CTRL y CTX tratadas 

con doxorrubicina. A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia contra la histona γ-H2AX. En 

los hiPSC-CM CTX tratadas con doxorrubicina se pueden observar más núcleos marcados para la 

histona γ-H2AX (en verde) y más intensamente en comparación con los hiPSC-CM CTRL. No se ob-

serva marcaje en los hiPSC-CM CTRL ni CTX sin tratamiento con doxorrubicina. B) Western blots 

representativos de la histona γ-H2AX en hiPSC-CM CTRL y CTX tratados y sin tratar con doxorrubicina. 

C)  Expresión relativa de la histona γ-H2AX cuantificada por densitometría. Los datos han sido repre-

sentados como la media ± S. D. **p < 0.01, ***p < 0,001, NS = no significativo. 

 

Otro de los mecanismos de cardiotoxicidad de la doxorrubicina es producir daño en 

las mitocondrias. Para determinar el daño mitocondrial en los hiPSC-CM CTRL y CTX 

se realizó una tinción con JC-1. El JC-1 es un colorante que actúa como un sensor del 

potencial de membrana mitocondrial. El JC-1 se acumula en las mitocondrias y forma 

agregados que emiten fluorescencia de color rojo (590 nm). Cuando las mitocondrias 

están dañadas y las células entran en apoptosis, se producen poros en la membrana 

mitocondrial, por lo que las mitocondrias se despolarizan. Cuando las mitocondrias 

están despolarizadas, el JC-1 no se acumula en su interior y permanece en su forma 

monomérica, marcando el citoplasma de las células de color verde (529 nm). Por 

tanto, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial viene determinada por una 

disminución de la ratio entre la intensidad de fluorescencia roja y la verde. Se observo 

que los hiPSC-CM CTRL tratados con doxorrubicina tenían una ratio de intensidad de 
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fluorescencia roja/verde significativamente mayor que los hiPSC-CM CTX, indicando 

una menor despolarización de las mitocondrias en los hiPSC-CM CTRL (Figura 17A, 

B). 

 

 

Figura 17. Efecto de la doxorrubicina sobre el potencial de membrana mitocondrial en hiPSC-CM CTRL 

y CTX tras el tratamiento con doxorrubicina. A) Imágenes representativas de la tinción con JC-1 en 

hiPSC-CM CTRL y CTX tratados con doxorrubicina y sin tratamiento. Se muestra el merged entre los 

canales rojo y verde. B) Ratio entre la intensidad de fluorescencia roja y verde determinado con ImageJ. 

Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, ***p < 0,001, NS = no significativo. 

 

3.4 Daño sarcomérico causado por la doxorrubicina en 

hiPSC-CM CTRL y CTX  

La doxorrubicina causa la desorganización de los sarcómeros de los cardiomiocitos 

afectando a su capacidad contráctil. Para estudiar la desorganización de los sarcóme-

ros en los hiPSC-CM CTRL y CTX tratados con doxorrubicina se realizó una tinción 

contra la α-actinina sarcomérica y la troponina cardíaca T. Se observó que los hiPSC-

CM CTX tenían una mayor desorganización sarcomérica que los CTRL al ser tratados 

con doxorrubicina, ya que en ambas tinciones se pueden ver más zonas en las que 

las proteínas sarcoméricas se muestran como un punteado en lugar de las bandas 

características de los sarcómeros (Figura 18A). Estas diferencias se cuantificaron em-

pleando la tinción frente a la α-actinina sarcomérica (Figura 18B). Se observó que el 

grado de desorganización de los sarcómeros aumenta significativamente tras el 
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tratamiento con doxorrubicina tanto en los hiPSC-CM CTRL como en los CTX. No 

obstante, el porcentaje de desorganización sarcomérica de los hiPSC-CM CTX trata-

dos con doxorrubicina es significativamente mayor (~35%) que el de los hiPSC-CTRL 

tratados con doxorrubicina (~19%).  

 

 

Figura 18. Efecto de la doxorrubicina sobre la organización de los sarcómeros en hiPSC-CM CTRL y 

CTX tratados con doxorrubicina. A) Imágenes representativas de inmunofluorescencia contra las pro-

teínas sarcoméricas cTnT (rojo) y SAA (verde) de hiPSC-CM CTRL y CTX tratados y sin tratar con 

doxorrubicina. B) Porcentaje de desorganización sarcomérica en hiPSC-CM CTRL y CTX tratados y 

sin tratar con doxorrubicina calculado a partir de las tinciones realizadas para la α-actinina sarcomérica. 

Los datos han sido representados como la media ± S. D. ***p < 0,001, ****p < 0,0001, NS = no signifi-

cativo. 

 

Por otra parte, también se estudiaron las diferencias en la expresión de diferentes 

genes que codifican proteínas sarcoméricas. En el caso de los genes MYH7 y MYH6, 

los cuáles codifican para las cadenas pesadas de la miosina 7 y 6, respectivamente, 

se puede observar que la doxorrubicina produce una disminución de su expresión 

tanto en los hiPSC-CM CTRL como los CTX (Figura 19A, B). Además, en los hiPSC-

CM CTX la disminución de la expresión de MYH7 causada por la doxorrubicina es 

significativamente mayor que en los hiPSC-CM CTRL. Por otra parte, el gen MYL3 

codifica para la cadena ligera de la miosina 3 y su expresión no se ve afectada por el 

tratamiento con doxorrubicina (Figura 19C). No obstante, se observa una mayor ex-

presión de este gen en los cardiomiocitos CTX comparados con los CTRL. No se han 

observado diferencias en la expresión del gen TTN, el cuál codifica la proteína titina, 

entre los diferentes grupos experimentales, mientras que en el caso del gen NEBL, 
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que codifica para la proteína nebulette, se puede ver que la doxorrubicina produce una 

disminución de su expresión en cardiomiocitos CTRL y CTX (Figura 19D, E). Por lo 

que respecta al gen ACTC1, que codifica la α-actinina cardíaca, se puede observar 

una mayor expresión en los hiPSC-CM CTX respecto a los CTRL a nivel basal, mien-

tras que con el tratamiento con doxorrubicina se produce una disminución significativa 

de los niveles de ACTC1 tanto en hiPSC-CM CTRL como CTX respecto a los cardio-

miocitos sin tratar, pero no hay diferencias entre hiPSC-CM CTRL y CTX ambos tra-

tados con doxorrubicina (Figura 19 F). Por lo que respecta a los genes que codifican 

para las troponinas, no se han observado diferencias en la expresión de TNNT2, que 

codifica la troponina cardíaca T, entre los diferentes grupos experimentales, mientras 

que en el caso del gen TNNI3, que codifica la troponina cardíaca I, se ha observado 

que la doxorrubicina produce una disminución de su expresión en los hiPSC-CM CTRL 

y los CTX y, además, a nivel basal la expresión de TNNI3 es significativamente mayor 

en los hiPSC-CM CTX (Figura 19 G, H). Por último, se estudió la expresión de la 

ANK2, que codifica la anquirina 2, una proteína de anclaje entre el sarcómero y el 

sarcolema (Figura I). Se pudo observar que tanto en presencia como ausencia de 

tratamiento con doxorrubicina la expresión de ANK2 es significativamente superior en 

los hiPSC-CM CTRL respecto a los CTX. Además, la doxorrubicina produce una ba-

jada significativa de la expresión de ANK2 en los hiPSC-CM CTRL.  
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Figura 19. Efecto de la doxorrubicina en la expresión de genes que codifican proteínas sarcoméricas. 

A) – I) Expresión relativa de MYH7, MYH6, MYL3, TTN, NEBL, ACTC1, TNN2, TNNI3 y ANK2. Para 

normalizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado como control endógeno el GAPDH. Los datos han 

sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

3.5 Diferencias en la expresión génica entre hiPSC-CM 

CTRL y CTX tratadas con doxorrubicina 

A continuación, se estudió si había diferencias en la expresión de diferentes canales 

de potasio, sodio y calcio entre las líneas de hiPSC-CTRL y CTX con y sin doxorrubi-

cina (Figura 20A-G). Para la mayoría de los canales estudiados no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas. No obstante, en el caso del gen SCN5A, 

el cual codifica la subunidad 5 del canal de sodio regulado por voltaje α, se puede ver 
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una mayor expresión en los cardiomiocitos hiPSC-CM CTX comparados con los CTRL 

tanto en presencia como ausencia de doxorrubicina (Figura 20G). Además, la doxorru-

bicina tan solo produce una disminución significativa de la expresión del SCN5A en 

los cardiomiocitos CTRL.  

 

 

Figura 20. Efecto de la doxorrubicina en la expresión de genes que codifican canales iónicos. A) – G) 

Expresión relativa de KCNQ1, KCNH2, KCNJ2, CACNA2D2, CACNA1G, SCN2B y SCN5A. Para nor-

malizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado como control endógeno el GAPDH. Los datos han sido 

representados como la media ± S. D. *p < 0,05, NS = no significativo. 
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Los cardiomiocitos son capaces de activar programas inflamatorios y fibrogénicos en 

respuesta al daño236. Por este motivo, se decidió estudiar la expresión de diferentes 

genes relacionados con la fibrosis y la vía de señalización de TGF-β en presencia y 

ausencia de doxorrubicina. En cuanto a los genes de la vía de señalización de TGF-

β, se pudo comprobar que en todos los genes estudiados (TGFBR1, SMAD2 y 

SMAD4) la doxorrubicina no altera su expresión ni en los cardiomiocitos CTRL ni en 

los CTX (Figura 21A-C). No obstante, tanto en presencia como ausencia de doxorru-

bicina se pudo observar que estos genes están sobreexpresados de forma significa-

tiva en los hiPSC-CM CTX comparados con los CTRL. También se estudió la expre-

sión de los genes de la periostina y la fibrilina 1 (POSTN y FBN1 respectivamente), ya 

que se ha visto que estas proteínas están aumentadas en la fibrosis cardíaca (Figura 

21D, E). Se pudo comprobar que el tratamiento con doxorrubicina no afecta a la ex-

presión de POSTN tanto en los hiPSC-CM CTRL como los CTX, pero los niveles de 

mensajero de esta proteína pro-fibrótica sí que se encuentran aumentados significati-

vamente en hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina comparados con hiPSC-CM 

CTRL, también tratados con doxorrubicina. En el caso de la fibrilina 1, el tratamiento 

con doxorrubicina no aumenta la expresión de su mensajero en los hiPSC-CM CTRL, 

pero sí que lo hace en los CTX. Además, los niveles de FBN1 en los cardiomiocitos 

CTX tratados con doxorrubicina son significativamente superiores a los niveles de 

FBN1 de los cardiomiocitos CTRL.  
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Figura 21. Efecto de la doxorrubicina en la expresión de genes pro-fibróticos. A) – E) Expresión relativa 

de TGFBR1, SMAD2, SMAD4, POSTN y FBN1. Para normalizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado 

como control endógeno el GAPDH. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, 

**p < 0.01, ***p < 0,001, NS = no significativo. 

 

Por último, se estudió la expresión de GDF15 y CKM (Figura 22A, B). GDF15 codifica 

el factor de crecimiento y diferenciación 15 y CKM la creatina quinasa y ambas proteí-

nas aumentan sus niveles en sangre después del daño cardíaco. Se ha comprobado 

que la doxorrubicina produce un aumento significativo de la expresión de GDF15 en 

los hiPSC-CM CTX, mientras que en los hiPSC-CM CTRL tan solo se observa una 

tendencia. Además, la expresión de GDF15 en los hiPSC-CM CTX tratados con do-

xorrubicina es significativamente mayor que en los hiPSC-CM CTRL. Por otra parte, 

se ha observado que la expresión de CKM es mayor en hiPSC-CM CTX comparados 

con los CTRL tanto en presencia como ausencia de doxorrubicina. Además, los nive-

les de CKM bajan de forma significativa tras el tratamiento con doxorrubicina en el 

caso de los hiPSC-CM CTX.  

 

 

Figura 22. Efecto de la doxorrubicina en la expresión de genes marcadores de daño cardíaco. A), B) 

Expresión relativa de GDF15 y CKM. Para normalizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado como 

control endógeno el GAPDH. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 

0.01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 



Resultados 
 

 

111 

3.6 Diferencias en la expresión de miARNs entre hiPSC-CM 

CTRL y CTX tratadas con doxorrubicina 

 

Como ya se ha comentado en la introducción, los miARNs pueden ejercer efectos 

cardioprotectores. Por este motivo, se quiso estudiar la expresión de varios miARNs 

que han mostrado efectos cardioprotectores en diferentes enfermedades cardíacas 

en los cardiomiocitos de los pacientes oncológicos pediátricos, así como en los car-

diomiocitos control, con y sin tratamiento con doxorrubicina (Figura 23A-I). En la ma-

yoría de los miARNs estudiados se ha podido observar que la doxorrubicina produce 

un incremento de su expresión tan solo en los cardiomiocitos CTRL, con la excepción 

del miR-150-5p, el cual también aumenta su expresión tras el tratamiento con doxorru-

bicina en los hiPSC-CM CTX. Además, la expresión de estos miARNs es significativa-

mente superior en los hiPSC-CM CTRL tratados con doxorrubicina comparados con 

los hiPSC-CM CTX. Tan solo se ha observado una expresión significativamente más 

alta en hiPSC-CM CTRL respecto a los CTX en condiciones basales de un miARN, el 

miR-4732-3p, sin embargo, no se ha observado que este miARN aumente tras el tra-

tamiento con doxorrubicina ni en los cardiomiocitos CTRL ni CTX y tampoco hay dife-

rencias entre los cardiomiocitos CTRL y CTX después del tratamiento con doxorrubi-

cina.    
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Figura 23. Efecto de la doxorrubicina en la expresión de miARN cardioprotectores en hiPSC-CM CTRL 

y CTX. A) - I) Expresión relativa de hsa-miR-1-3p, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-90b-3p, 

hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-148a-3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-192-5p y hsa-miR-4732-3p. Para nor-

malizar los datos de RT-qPCR, se ha utilizado como control endógeno el ARN nuclear pequeño U6. 

Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 

0,0001, NS = no significativo. 
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4. Estudio de miARNs diferencialmente expresados 

entre pacientes con cáncer de mama positivas y 

negativas para la cardiotoxicidad inducida por an-

traciclinas 

Como se ha comentado en la introducción, los miARNs son moléculas involucradas 

en diversos procesos patológicos, incluyendo la patología cardiovascular y el cáncer. 

En consecuencia, los miARNs están siendo investigados como posibles biomarcado-

res para la cardiotoxicidad y también como agentes terapéuticos. En un trabajo previo 

de nuestro grupo se estudió la expresión de miARNs en muestras de suero de pacien-

tes con cáncer de mama que sufrieron cardiotoxicidad como consecuencia de su tra-

tamiento con antraciclinas. Se obtuvieron muestras de suero después de la quimiote-

rapia de 10 pacientes positivas para cardiotoxicidad y 10 negativas, se aisló el miARN 

y se analizó mediante una miARNseq en una plataforma Illumina. Del análisis de 2546 

miARNs en miRBase, se detectaron 212 miARNs y fueron normalizados por su abun-

dancia relativa. Estos datos se encuentran disponibles en la base de datos BioStudies 

(http://www.ebi.ac.uk/biostudies) bajo el código de acceso S-HECA437. 

Se emplearon tres modelos de regresión diferentes (Elastic Net, Negative Binomial y 

Random Forest) para analizar las diferencias en la expresión de miARN en suero entre 

las pacientes positivas y las negativas para la cardiotoxicidad inducida por doxorrubi-

cina. De este modo, se identificó un panel de 25 miARNs diferencialmente expresados 

entre los casos y los controles. De los 25 miARNs diferencialmente expresados, 19 

fueron identificados por el modelo Random Forest. El Elastic Net identificó 9 miARNs, 

dos de los cuales también estaban incluidos en el panel seleccionado por el Random 

Forest (miR-30b-5p y miR-30c-5p) y otro más que también fue detectado por el modelo 

Negative Binomial (miR-4732-3p). Los resultados combinados de los tres modelos de 

regresión se muestran en el diagrama de Venn de la Figura 24A. La prueba Negative 

Binomial solo encontró diferencias en la expresión del miR-4732-3p, siendo este el 

único identificado por los tres modelos de regresión. Dado que el miR-4732-3p fue el 

único miARN diferencialmente expresado en los tres modelos de regresión se estudió 

su posible papel cardioprotector frente al daño por doxorrubicina. Las diferencias en 

la expresión del miR-4732-3p se confirmó por RT-qPCR en dos cohortes de pacientes 

con cáncer de mama que experimentaron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas 

(Figura 24B). 

http://www.ebi.ac.uk/biostudies
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Figura 24. Perfil de expresión de miARNs en pacientes de cáncer de mama con cardiotoxicidad indu-

cida por antraciclinas. A) Diagrama de Venn mostrando los miARNs comunes diferencialmente expre-

sados en casos vs controles de la cohorte principal. C) Niveles de miR-4732-3p determinados por RT-

qPCR en casos y controles de la cohorte principal y una cohorte de validación. Los datos han sido 

representados como la mediana, mínimo, máximo, mostrados gráficamente como diagramas de cajas 

(puntos rojos para los casos y azules ara los controles). *p < 0,05, **p < 0.01. 

 

5. Estudio del papel cardioprotector del miR-4732-

3p in vitro 

5.1 Efecto del miR-4732-3p frente al daño por doxorrubi-

cina en cardiomiocitos neonatales de rata 

Quisimos estudiar si el miR-4732-3p tenía un efecto cardioprotector frente al daño 

inducido por la doxorrubicina, ya que fue el miARN más diferencialmente expresado 

entre pacientes de cáncer de mama positivas y negativas para cardiotoxicidad. Ade-

más, en un trabajo anterior del grupo ya se demostró el efecto cardioprotector de este 

miARN frente al daño por deprivación de oxígeno y glucosa. En lugar de estudiar di-

rectamente si el miR-4732-3p protege frente al daño por doxorrubicina en hiPSC-CM, 

se decidió utilizar un modelo celular más sencillo. Para ello, se aislaron cardiomiocitos 

neonatales de rata (NRCM) los cuales fueron transfectados con el mimic-4732 para 

producir una sobreexpresión del miR-4732-3p y, posteriormente, fueron tratados con 
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doxorrubicina. Como control de la transfección se empleó un Mimic control negativo 

(Mimic-NC). En la Figura 25A se puede ver un esquema del proceso. En primer lugar, 

se realizó una curva de viabilidad tratando NRCM sin transfectar con doxorrubicina, 

para seleccionar una dosis de doxorrubicina que causara aproximadamente un des-

censo de la viabilidad del 40% (Figura 25B). Se seleccionó la dosis de doxorrubicina 

de 1 µM durante con un tiempo de exposición de 48 h. Por otra parte, para comprobar 

si la transfección con Mimic-4732 tenía algún efecto sobre la viabilidad de los NRCM 

en ausencia de doxorrubicina, se transfectaron con dos dosis diferentes de Mimic-

4732 (20 y 40 nM) y se evaluó la viabilidad mediante CCK8 a las 24 h (Figura 25C). 

Se comprobó que la transfección con el Mimic-4732 no tenía ningún efecto sobre la 

viabilidad de los NRCM a las dosis testadas y se seleccionó la dosis de 40 nM para 

futuros experimentos.  

 

 

Figura 25. Modelo de cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina in vitro. A) Esquema del proceso de 

aislar NRCM, transfectarlos con el Mimic-4732 o el Mimic-NC, tratarlos con doxorrubicina, y realizar las 

pruebas de viabilidad, apoptosis y estrés oxidativo. B) Efecto de la doxorrubicina sobre la viabilidad de 
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los NRCM a diferentes dosis con un tiempo de exposición de 48 h. C) Efecto de la transfección con el 

Mimic-4732 sobre la viabilidad de los NRCM a diferentes dosis con un tiempo de exposición de 24 h. 

Los datos han sido representados como la media ± S. D. **p < 0.01, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

Antes de llevar a cabo los experimentos para estudiar el efecto cardioprotector del 

miR-4732-3p se determinó si el tratamiento con antraciclinas podía modular lo niveles 

de este miARN en cultivos de células cardiacas tratando NRCM y RCF con doxorru-

bicina durante 48 h. Se observó que la expresión del miR-4732-3p se elevaba tras el 

tratamiento con doxorrubicina (Figura 26A, B).  

 

 

Figura 26. Número relativo de copias de miR-4732-3p en células cardíacas tras el tratamiento con 

doxorrubicina. A) Expresión del miR-4732-3p tras el tratamiento con doxorrubicina en NRCM. B) Ex-

presión del miR-4732-3p en RCF tras el tratamiento con doxorrubicina. Los datos han sido representa-

dos como la media ± S. D. *p < 0,05. 

 

Los resultados de sobreexpresión del miR-4732-3p en los cardiomiocitos mostraron 

que este miARN proporciona un grado de cardioprotección significativo tras el trata-

miento con doxorrubicina. Se observó que la transfección con el Mimic-4732 aumenta 

significativamente la viabilidad de los cardiomiocitos tras el tratamiento con doxorrubi-

cina en comparación con la doxorrubicina sola y el tratamiento con Mimic-NC con do-

xorrubicina (Figura 27A). De manera similar, el Mimic-4732 produjo una disminución 

de los niveles de LDH en el medio y un menor porcentaje de células en apoptosis tras 

el tratamiento con doxorrubicina (Figura 27B-D). También se comprobó el efecto del 

miR-4732-3p sobre el estrés oxidativo causado por la doxorrubicina en los NRCM. Se 

observó que el tratamiento con el Mimic-4732 produjo una disminución de los niveles 
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totales de ROS, medido mediante la tinción con DCFH-DA, y también una disminución 

del superóxido mitocondrial, medido con MitoSOX® (Figura 27E-H). Por último, se 

observó que los NRCM tratados con el Mimic-4732 tenían una expresión más elevada 

de Nfe2l2 y Nrf1, dos factores de transcripción que regulan la expresión de genes que 

codifican proteínas involucradas en la respuesta a daño por radicales libres (Figura 

27I, J). 

 

 

Figura 27.  Efecto del miR-4732-3p en NRCM tratados con doxorrubicina. Las células se transfectaron 

con Mimic-NC o Mimic-4732 (40 nM) y después se trataron con doxorrubicina (1 µM durante 48 h). A) 

Viabilidad relativa de los NRCM, medido mediante CCK8. B) Actividad lactato deshidrogenasa medida 

en el medio de cultivo de las células. C) Porcentaje de cardiomiocitos en apoptosis. D) Imágenes re-

presentativas de las citometrías de flujo empleadas para la cuantificación de la apoptosis, mostrando 

los niveles de células positivas para la anexina-V y el DAPI. E) Cuantificación de ROS celulares totales 

en NRCM transfectadas con el Mimic-NC o el Mimic-4732 (40 nM) y tratadas con doxorrubicina (5 µM 

durante 24 h). Las células se tiñeron con DCFH-DA y se analizaron por citometría de flujo. F) Imágenes 

representativas de citometría de flujo mostrando la intensidad de fluorescencia media (IFM). G) Cuan-

tificación de los niveles de superóxido mitocondrial en NRCM transfectadas como en E). Las células se 

tiñeron con MitoSOX® y la intensidad de fluorescencia fue analizada por citometría de flujo. H) 
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Imágenes representativas de citometría de flujo mostrando la IFM de las células teñidas con MitoSOX®. 

I, J) Niveles de Nfe2l2 y Nrf1 en NRCM tratados con Mimic-NC o Mimic-4732 (40 nM) y doxorrubicina 

(5 µM durante 24 h). Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, 

***p < 0,001, NS = no significativo. 

 

5.2 Efecto del miR-4732-3p frente al daño por doxorrubi-

cina en fibroblastos cardíacos de rata 

También quisimos estudiar si el miR-4732-3p protegía los fibroblastos cardíacos de 

rata (RCF) frente al daño por doxorrubicina. Los RCF también se aislaron de corazo-

nes de ratas neonatales. Los RCF se transfectaron con Mimic-NC o Mimic-4732 y se 

trataron con doxorrubicina. Se obtuvieron resultados similares a los observados en los 

NRCM. La sobreexpresión del miR-4732-3p produjo un aumento de la viabilidad de 

los RCF, así como una disminución de los niveles de apoptosis (Figura 28A-C). Asi-

mismo, el miR-4732-3p también tuvo un efecto antioxidante en los RCF tras el trata-

miento con doxorrubicina como demuestran las tinciones con DCFH-DA y MitoSOX® 

(Figura 28D-G).  

 

 

Figura 28. Efecto del miR-4732-3p en RCF tratados con doxorrubicina. Las células fueron transfecta-

das con Mimic-NC o Mimic-4732 y tratadas posteriormente con doxorrubicina 1 µM durante 48 h. A) 

Viabilidad relativa de los RCF, medido por CCK8. B) Porcentaje de fibroblastos cardíacos en apoptosis. 

C) Imágenes representativas de las citometrías de flujo empleadas para la cuantificación de la 
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apoptosis, mostrando los niveles de células positivas para la anexina-V y el DAPI. D) Cuantificación de 

ROS celulares totales en RCF transfectadas con el Mimic-NC o el Mimic-4732 (40 nM) y tratadas con 

doxorrubicina (5 µM durante 24 h). Las células se tiñeron con DCFH-DA y se analizaron por citometría 

de flujo. F) Imágenes representativas de citometría de flujo mostrando la intensidad de fluorescencia 

media. G) Cuantificación de los niveles de superóxido mitocondrial en RCF tratadas como en E). Las 

células se tiñeron con MitoSOX® y la intensidad de fluorescencia fue analizada por citometría de flujo. 

H) Imágenes representativas de citometría de flujo mostrando la IFM de las células teñidas con Mito-

SOX®. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, 

****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

6. Estudio del papel cardioprotector del miR-4732-

3p in vivo 

6.1 Expresión del miR-4732-3p en diferentes órganos 

En primer lugar, quisimos estudiar la expresión del miR-4732-3p en diferentes órganos 

utilizando ratas Wistar de 30 días de edad (Figura 29A). Se pudo comprobar que el 

miR-4732-3p se encuentra significativamente más expresado en corazón comparado 

con bazo, pulmón, hígado y cerebro. Además, se encuentra más expresado en cere-

bro e hígado comparado con bazo y pulmón, órganos en los que el miR-4732-3p ape-

nas se expresa. También se estudió la expresión del miR-4732-3p en corazón en ratas 

de diferentes edades (Figura 29B). Se observó que la expresión del miR-4732-3p au-

menta con la edad en las ratas, siendo baja a día 0 y día 7, aumentando significativa-

mente a día 30 y siendo más alta a día 90. 

  

 

Figura 29. Expresión del miR-4732-3p en diferentes tejidos de ratas Wistar A) Expresión del miR-4732-

3p en diferentes órganos de ratas Wistar adultas. B) Expresión del miR-4732-3p en corazón de ratas 
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Wistar a día postnatal 0, 7, 30 y 90. Los niveles de miR-4732-3p se relativizaron a los niveles del ARN 

nuclear pequeño U6. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, 

***p < 0,001, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

6.2 Efecto del miR-4732-3p sobre la función cardíaca des-

pués del tratamiento con doxorrubicina 

Quisimos estudiar el efecto del miR-4732-3p sobre la función cardiaca en ratas Wistar 

tratadas con doxorrubicina durante un periodo prolongado de tiempo. Las ratas fueron 

administradas con 2 mg/kg de doxorrubicina de forma intraperitoneal semanalmente 

por un total de seis semanas (dosis acumulada de 14 mg/kg). Un grupo recibió en las 

semanas 2 y 4 0,3 µg/kg de Mimic-4732 en una emulsión liposomal, administrado de 

forma intravenosa (Figura 30A). Los resultados se compararon con ratas administra-

das con salino. Siete semanas después de iniciar el tratamiento con doxorrubicina se 

midieron diferentes parámetros cardíacos mediante ecocardiografía para analizar el 

daño causado por doxorrubicina. Primero, se observó que los animales tratados con 

el Mimic-4732 experimentaron una menor pérdida de peso que los del grupo control 

(Figura 30B). El grupo tratado con el Mimic-4732 también experimento una preserva-

ción de la función sistólica, calculado mediante el cambio porcentual de área (CPA; 

Figura 30C). Se observó que en ambos grupos el CPA era significativamente más bajo 

entre los niveles basales y los niveles medidos a las 7 semanas de iniciar el trata-

miento con doxorrubicina, pero el CPA a las 7 semanas del grupo tratado con el Mimic-

4732 era significativamente más alto que el grupo inyectado con salino. No se obser-

varon diferencias estadísticamente significativas entre la fracción de acortamiento 

(FA) de las ratas tratadas con Mimic-4732 a las 7 semanas de tratamiento con do-

xorrubicina comparadas con el grupo control (Figura 30D). No obstante, sí que se 

observó una tendencia hacia la cardioprotección, ya que la FA de las ratas control 

experimentó una bajada significativa entre la FA basal y la FA a las 7 semanas, mien-

tras que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre la FA basal y a las 

7 semanas en el grupo tratado con el Mimic-4732. Además, se estudió la expresión 

del miR-4732-3p en muestras de plasma de ratas tratadas con doxorrubicina y do-

xorrubicina + Mimic-4732, comparadas con la expresión en ratas sin tratamiento con 

doxorrubicina (Figura 30E). Se demostró que la doxorrubicina produce un incremento 

en los niveles de miR-4732-3p en plasma. Los niveles de miR-4732-3p en el grupo 
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inyectado con el Mimic-4732 fueron más altos, aunque no se observaron diferencias 

significativas con el grupo inyectado solo con doxorrubicina. 

  

 

Figura 30. Efecto del miR-4732-3p sobre la función cardíaca de ratas Wistar tratadas con doxorrubicina. 

A) Esquema del tratamiento con doxorrubicina y administración del Mimic-4732. B) Pérdida de peso en 

animales tratados con doxorrubicina después de la inyección intravenosa de suero salino o Mimic-4732 

(n = 6). C) Efecto del miR-4732-3p en el cambio porcentual de área de ratas tratadas con doxorrubicina 

(n = 7). D) Efecto del miR-4732-3p en la fracción de acortamiento de ratas tratadas con doxorrubicina 

(n= 7). E) Niveles de miR-4732-3p en plasma. Los datos han sido representados como la media ± S. 

D. *p < 0,05, **p < 0.01, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

6.3 El miR-4732-3p disminuye el estrés oxidativo y la 

apoptosis causada por doxorrubicina en el corazón in vivo 

Para profundizar en el efecto cardioprotector del miR-4732-3p frente al daño por do-

xorrubicina in vivo se estudiaron los niveles de estrés oxidativo y apoptosis en cortes 

de corazón de ratas control, tratadas con doxorrubicina y tratadas con doxorrubicina 

y Mimic-4732. El estudio del estrés oxidativo in vivo se llevó a cabo realizando una 

tinción frente al 4-hydroxynonenal (4-HNE), un producto de la peroxidación lipídica en 

las células, que aumenta como consecuencia del estrés oxidativo. Se observó que las 

ratas tratadas con el Mimic-4732 y doxorrubicina tenían unos niveles significativa-

mente más bajos que las ratas tratadas solamente con doxorrubicina (Figura 31A, B). 

Además, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo 
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de ratas control y el grupo tratado con doxorrubicina y el Mimic-4732. Para estudiar 

los niveles de apoptosis en los cortes de corazón se llevó a cabo una tinción de termi-

nal deoxinucleotidil transferasa (TUNEL), que es un método que marca los fragmentos 

de ADN que se producen en las células apoptóticas. Se observo que el tratamiento 

con doxorrubicina incrementa los niveles de apoptosis en corazón comparado con las 

ratas control. No obstante, la administración de Mimic-4732 durante el tratamiento con 

doxorrubicina disminuyó el número de células en apoptosis comparado con los ani-

males tratados únicamente con doxorrubicina (Figura 31C, D).  

 

 

 

Figura 31. Efecto del miR-4732-3p en el estrés oxidativo y la apoptosis de corazones de ratas tratadas 

con doxorrubicina. A) Imágenes representativas de secciones de corazón teñidas con anticuerpos 

frente al 4-HNE (en verde). La barra de escala es de 100 µm. B) Cuantificación de la intensidad de 

fluorescencia media del 4-HNE en las secciones de corazón (n = 6). C) Imágenes representativas de 

secciones de corazón teñidas con TUNEL (en rojo). La barra de escala es de 100 µm. D) Cuantificación 

de las células positivas para TUNEL expresado en porcentaje de células en apoptosis frente al total de 

células cardíacas (n = 6). Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 

0.01, ***p < 0,001, NS = no significativo. 
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6.4 Efecto del miR-4732-3p en la vascularización del co-

razón tras el tratamiento con doxorrubicina  

En un estudio previo de nuestro grupo se observó que el miR-4732-3p favorecía la 

vascularización tanto in vitro como in vivo. Por este motivo, se estudió la vasculariza-

ción en cortes de corazón de ratas tratadas con el Mimic-4732 y doxorrubicina. Se 

observó que el Mimic-4732 aumenta la vascularización del corazón tras el tratamiento 

con doxorrubicina, medido mediante densidad de vasos sanguíneos (tinción frente a 

la caveolina; Figura 32A, B).  

 

Figura 32. Efecto del miR-4732-3p en la vascularización del corazón después del tratamiento con do-

xorrubicina. A) Imágenes representativas de secciones de corazón teñidas con anticuerpos frente a la 

caveolina (en rojo). La barra de escala es de 100 µm. B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia 

media de la caveolina en las secciones de corazón (n = 4). Los datos han sido representados como la 

media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, NS = no significativo. 

 

6.5 Efecto del miR-4732-3p del área transversal de los 

cardiomiocitos tras el tratamiento con doxorrubicina 

Se ha descrito que varios microARNs son capaces de regular la hipertrofia cardíaca. 

Por este motivo, se evaluó si el tratamiento con el Mimic-4732 podía tener algún efecto 

en la hipertrofia cardíaca después del tratamiento con doxorrubicina. El área transver-

sal de los cardiomiocitos se determinó empleando secciones del corazón teñidas con 

aglutinina de germen de trigo (WGA) marcada con un fluoróforo rojo, ya que la WGA 

se une al sarcolema de los cardiomiocitos, marcando el perímetro de las células, per-

mitiendo así calcular su área transversal. No obstante, no se observaron diferencias 

en el tamaño de los cardiomiocitos entre los diferentes grupos, indicando que ni el 
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tratamiento con doxorrubicina ni la administración del Mimic-4732 produce hipertrofia 

o atrofia de los cardiomiocitos (Figura 33A, B). 

 

 

Figura 33. Efecto del Mimic-4732 en el área transversal de los cardiomiocitos de ratas tratadas con 

doxorrubicina. A) Imágenes representativas de secciones de corazón teñidas con WGA (en rojo). La 

barra de escala es de 100 µm. B) Cuantificación del área transversal de los cardiomicitos en las sec-

ciones de corazón (n = 6). Los datos han sido representados como la media ± S. D. NS = no significativo. 

 

6.6 El miR-4732-3p produce una disminución de la fibrosis 

intersticial causada por la doxorrubicina 

Por último, se evaluó si el miR-4732-3p podía disminuir la fibrosis intersticial obser-

vada en los corazones de las ratas tratadas con doxorrubicina. Para ello, se tiñeron 

secciones de corazón de las ratas control, las tratadas con doxorrubicina y las tratadas 

con doxorrubicina + Mimic-4732 con dos tinciones utilizadas para visualizar las fibras 

de colágeno: el tricrómico de Masson y el rojo sirio (Figura 34A-D). Con ambas tincio-

nes, se observó que los animales tratados con doxorrubicina o doxorrubicina + Mimic-

4732 tenían mayores niveles de tinción (medido como área fibrótica). No obstante, el 

grupo tratado con el Mimic-4732 mostró un área fibrótica significativamente menor el 

grupo tratado solamente con doxorrubicina en ambas tinciones. El principal evento 

que dispara el proceso fibrótico en el corazón es la activación de los fibroblastos, los 

cuales se diferencian a miofibroblastos y promueven la deposición de matriz extrace-

lular. Por este motivo, se realizó una tinción empleando anticuerpos anti-periostina, un 

marcador de miofibroblastos y fibrosis. La doxorrubicina produjo un incremento de la 

periostina en el corazón. No obstante, la inyección del Mimic-4732 produjo una dismi-

nución de la deposición de periostina en el miocardio (Figura 34E-F).  
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Figura 34. Efecto del miR-4732-3p en la fibrosis cardíaca en ratas tratadas con doxorrubicina. A) Imá-

genes representativas de secciones de corazón de ratas tratadas con doxorrubicina teñidas con rojo 

sirio. La barra de escala es de 500 µm. B) Área fibrótica en secciones de corazón teñidas con tricrómico 

de Masson, calculado como el porcentaje de área roja en el área total de la sección (n = 6). C) Imágenes 

representativas de secciones de corazón de ratas tratadas con doxorrubicina teñidas con tricrómico de 

Masson. La barra de escala es de 500 µm. D) Área fibrótica en secciones de corazón teñidas con 

tricrómico de Masson, calculado como el porcentaje de área azul en el área total de la sección (n = 6). 

E) Imágenes representativas de secciones de corazón teñidas con anticuerpos anti-periostina (en rojo). 

La barra de escala es de 100 µM. F) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media de la pe-

riostina en las secciones de corazón (n = 6). Los datos han sido representados como la media ± S. D. 

*p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, NS = no significativo. 
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7. Identificación y validación de genes diana del 

miR-4732-3p 

Para comprender mejor el mecanismo de acción del miR-4732-3p a nivel molecular 

se decidió explorar, in silico, los genes diana y los mecanismos biológicos regulados 

por este miARN. En primer lugar, se obtuvieron los términos GO (Gene Ontology) 

significativamente enriquecidos entre los posibles genes diana utilizando la herra-

mienta miRWalk. Los genes seleccionados y sus intersecciones se han representado 

empleando un diagrama UpSet para mostrar una vista general de los términos GO 

más relevantes relacionados con el miR-4732-3p (Figura 35A). Observamos una su-

perposición considerable de genes diana pertenecientes a la vía de señalización del 

TGF-β, lo que los hace candidatos interesantes para su validación. Se utilizó la herra-

mienta GeneTrail para buscar miARNs que pudieran tener genes diana comunes con 

el miR-4732-3p, y se encontraron los miARNs miR-29b-3p, miR-125-5p, miR-145-5p 

y el miR-155-5p. Como los miARNs puede actuar en conjunto para regular la expre-

sión de sus genes diana, se llevó a cabo un interactoma empleando los genes diana 

comunes y los 5 miARNs para visualizar los procesos biológicos en los que participan 

(Figura 35B). Los procesos biológicos se representaron empleando la herramienta 

Cytoscape. Desafortunadamente, los nodos identificados señalaban procesos biológi-

cos amplios que no podían ser relacionados con facilidad al efecto cardioprotector del 

miR-4732-3p in vivo e in vitro.  
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Figura 35. Estudio in silico de los genes diana del miR-4732-3p. A) Términos GO entre los posibles 

genes diana del miR-4732-3p y sus intersecciones. B) Interactoma de los genes diana combinados del 

miR-4732-3p, el miR-145-5p, el miR-125b-5p, el miR-29b-3p y el miR-155-5p.  

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in silico, decidimos estudiar genes diana 

involucrando las vías de señalización de TGF-β e Hippo para ver si podían ayudar a 

comprender mejor el efecto protector del miR-4732-3p. Para ello, se validó la diana 

previamente identificada Smad2237, junto con YAP (yes-associated-protein 1) y su 

forma fosforilada (p-YAP) como efectores de la vía de señalización no canónica de 

Wnt e Hippo, las cuales están relacionadas con la regeneración cardíaca238–240. La 

validación e identificación de los genes diana fue llevada a cabo en fibroblastos car-

díacos humanos (HCF) y en cardiomiocitos derivados de iPSC. Los HCF y los hiPSC-

CM se transfectaron con el Mimic-4732 o el Mimic-NC empleando lipofectamina. En 

ambas líneas se observó un marcado aumento de la expresión del miR-4732-3p tras 
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la transfección (Figura 36C). La modulación de los niveles de Smad2 solo se observó 

en los hiPSC-CM (Figura 36A, B), mientras que en ambas líneas celulares se observó 

que el miR-4732-3p produce una disminución de la expresión de p-YAP (Figura 36A, 

B), indicando que YAP no es una diana del miR-4732-3p, pero este miARN es capaz 

de modular su activación reduciendo los niveles de su forma fosforilada. 

 

 

Figura 36. Modulación de los niveles de Smad2, YAP y p-YAP por parte del miR-4732-3p. A) Imágenes 

representativas de Western Blot de p-YAP, YAP y Smad2 en HCF transfectados y sin transfectar con 

Mimic-4732 o Mimic-NC. Los niveles de estas proteínas fueron cuantificados por densitometría y rela-

tivizados al control sin transfectar. El Gapdh fue utilizado como control de carga. B) Imágenes repre-

sentativas de Western Blot de p-YAP, YAP y Smad2 en hiPSC-CM transfectados y sin transfectar con 

Mimic-4732 o Mimic-NC. Los niveles de estas proteínas fueron cuantificados por densitometría y rela-

tivizados al control sin transfectar. El Gapdh fue utilizado como control de carga. C) Expresión relativa 

del miR-4732-3p en HCF y hiPSC-CM transfectados y sin transfectar con Mimic-NC o Mimic-4732. Los 

datos han sido representados como la media ± S. D. *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, NS = no 

significativo. 
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8. Efecto de la sobreexpresión del miR-4732-3p so-

bre la viabilidad de los cardiomiocitos CTRL y CTX 

tratados con doxorrubicina 

Finalmente, se quiso estudiar si el miR-4732-3p tenía un efecto cardioprotector en los 

hiPSC-CM de los pacientes oncológicos pediátricos que tuvieron cardiotoxicidad como 

consecuencia de su tratamiento con antraciclinas. Para ello los hiPSC-CM tanto CTRL 

como CTX fueron transfectados con el Mimic-4732 o el Mimic-NC a una dosis de 40 

nM previamente al tratamiento con doxorrubicina. Con fines comparativos también se 

añadió un grupo tratado con dexrazoxano, que actualmente es uno de los fármacos 

cardioprotectores cuyo uso está aprobado en pacientes que vayan a ser sometidos a 

un tratamiento con antraciclinas. Se pudo observar que, tanto en los cardiomiocitos 

CTRL como los CTX la transfección con Mimic-NC o Mimic-4732 producían una ba-

jada de la viabilidad de aproximadamente el 10% (Figura 37A, B), por lo que la trans-

fección estaba teniendo un efecto tóxico sobre estos cardiomiocitos. En el caso de los 

cardiomiocitos CTRL, no se observaron diferencias significativas entre los hiPSC-CM 

tratados solamente con doxorrubicina y los hiPSC-CM tratados con doxorrubicina y el 

Mimic-4732. No obstante, el miR-4732-3p sí que produjo una mejora significativa de 

la viabilidad de los hiPSC-CM tratados con doxorrubicina comparado con el grupo 

transfectado con el Mimic-NC. Por otro lado, en los hiPSC-CM CTX tampoco se ob-

servan diferencias significativas entre los cardiomiocitos tratados solamente con do-

xorrubicina y los tratados con doxorrubicina y el miR-4732-3p. Además, en este caso 

la sobreexpresión del miR-4732-3p no produjo una mejora significativa de la viabilidad 

de los cardiomiocitos tratados con doxorrubicina si lo comparamos con los cardiomio-

citos transfectados con el Mimic-NC, también tratados con doxorrubicina. Por otra 

parte, tanto en los cardiomiocitos CTRL como en los CTX se observó que el dexrazo-

xano produjo una mejora significativa de la viabilidad cuando se comparaba con los 

hiPSC-CM solamente tratados con doxorrubicina, mientras que no se observaron di-

ferencias entre el grupo tratado con dexrazoxano y doxorrubicina y los tratados con 

Mimic-4732 y doxorrubicina.  
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Figura 37. Efecto de la sobreexpresión del miR-4732-3p sobre la viabilidad de cardiomiocitos CTRL 

(A) y CTX (B) tratados con doxorrubicina. Los datos han sido representados como la media ± S. D. *p 

< 0,05, **p < 0.01, ***p < 0,001, NS = no significativo. 
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1. Los hiPSC-CM CTX recapitulan la susceptibilidad 

al daño por doxorrubicina observada en los pacien-

tes pediátricos 

El descubrimiento de las células madre pluripotentes inducidas por parte de Yama-

naka y Takahashi100 ha supuesto uno de los mayores avances para la investigación 

biomédica tanto básica como traslacional, ya que las iPSC tienen el potencial para 

diferenciarse a cualquier tipo celular humano, exceptuando los tejidos extraembriona-

rios. Esto posibilita, por una parte, el estudio in vitro de tipos celulares humanos que 

sería imposible obtener de otra manera, como cardiomiocitos o neuronas, constitu-

yendo nuevos modelos para comprender mejor la fisiología y el desarrollo humano. 

Por otra parte, también es posible derivar hiPSC específicas de pacientes con patolo-

gías concretas, permitiendo la generación de modelos celulares específicos de enfer-

medad y paciente, los cuales pueden ser utilizados para investigar las bases molecu-

lares de la enfermedad, la búsqueda de nuevos fármacos o estudios de citotoxicidad. 

Por último, las hiPSC pueden ser utilizadas directamente como agentes terapéuticos 

en el contexto de la terapia celular.  

En este trabajo se han empleado hiPSC derivadas de pacientes oncológicos pediátri-

cos que experimentaron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas de manera tem-

prana. Estas hiPSC se diferenciaron a cardiomiocitos empleando un protocolo que 

implica la modulación de la vía de señalización de WNT230 y los hiPSC-CM obtenidos 

han sido utilizados para modelar la cardiotoxicidad inducida por la doxorrubicina. 

Como controles se emplearon cardiomiocitos obtenidos de hiPSC derivadas de niños 

sanos.  

En primer lugar, se estudió la susceptibilidad de los cardiomiocitos CTRL y CTX frente 

a la doxorrubicina en términos de viabilidad celular y apoptosis. Se pudo observar que 

en el rango de dosis de 1 a 20 μM de doxorrubicina lo viabilidad de los cardiomiocitos 

CTX es significativamente menor que en los cardiomiocitos CTRL. De hecho, la IC50 

de los cardiomiocitos CTRL es aproximadamente el doble que en los cardiomiocitos 

CTX. Los cardiomiocitos CTX también mostraron una mayor liberación de LDH al me-

dio de cultivo tras el tratamiento con doxorrubicina, así como un mayor porcentaje de 

células en apoptosis, comparados con los CTRL. Estos resultados concuerdan con lo 

observado en el estudio de Burridge et al.177, en el cual demuestran que los cardio-

miocitos obtenidos de hiPSC derivadas de pacientes con cáncer de mama que 
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experimentaron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas también son más sensibles 

al tratamiento con doxorrubicina in vitro que los cardiomiocitos derivados de pacientes 

que no experimentaron cardiotoxicidad. También son coherentes con el trabajo lle-

vado a cabo por Kitani et al.178, en el cual estudian otro compuesto cardiotóxico, el 

trastuzumab, y observan que los cardiomiocitos obtenidos de pacientes que sufrieron 

disfunción cardíaca severa tras el tratamiento con trastuzumab son más sensibles al 

trastuzumab in vitro. 

Para comprender mejor porqué la doxorrubicina produce un mayor incremento de la 

apoptosis en los cardiomiocitos CTX respecto a los CTRL se decidió estudiar los ni-

veles de caspasa después del tratamiento con doxorrubicina, ya que estas proteínas 

son las efectoras de la apoptosis241. De hecho, la activación de la caspasa-3 mediada 

por doxorrubicina es un proceso bien caracterizado242–244. En nuestro estudio obser-

vamos que la doxorrubicina produce un incremento notable de los niveles de caspasa-

3 activa en los cardiomiocitos CTX, siendo este mucho más moderado en los CTRL, 

indicando que la activación de la caspasa-3 es un proceso clave en la susceptibilidad 

a la doxorrubicina. Además, también se puede observar una mayor ratio entre la pro-

teína pro-apoptótica Bax y la anti-apoptótica Bcl-2 en los cardiomiocitos CTX tratados 

con doxorrubicina.  

Uno de los principales mecanismos de cardiotoxicidad de la doxorrubicina consiste en 

incrementar el estrés oxidativo66. Por ello, se determinaron los niveles de especies 

reactivas de oxígeno en los hiPSC después del tratamiento con doxorrubicina. Se 

pudo comprobar que tanto los niveles de ROS totales de las células como el superó-

xido mitocondrial estaban aumentados en los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubi-

cina respecto a los CTRL. Además, los niveles de glutatión reducido eran menores en 

los cardiomiocitos CTX. La depleción de los niveles de GSH aumenta el estrés oxida-

tivo, ya que es un componente fundamental para los procesos de eliminación de 

ROS245. Para entender mejor las diferencias observadas en los niveles de ROS entre 

los cardiomiocitos CTX y los CTRL tras el tratamiento con doxorrubicina, decidimos 

estudiar la expresión de varios genes relacionados con la detoxificación de especies 

reactivas de oxígeno. Sorprendentemente, observamos que los niveles de NQO2 eran 

superiores en los hiPSC CTX sin tratamiento con doxorrubicina. NQO2 codifica la 

NRH:quinona oxidorreductasa 2, que se encarga de catalizar la detoxidicación de qui-

nonas y protege las células del estrés oxidativo246, por lo que unos niveles superiores 

de NQO2 tendrían un efecto protector frente al estrés oxidativo. No obstante, el 
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tratamiento con doxorrubicina inhibe la expresión de NQO2 tanto en los hiPSC CTX 

como los CTRL, de manera que no se observaron diferencias en los niveles de NQO2 

después del tratamiento con doxorrubicina. También observamos que los niveles de 

NOS3, que codifica la óxido nítrico sintasa 3, estaban incrementados en los hiPSC 

CTX frente a los CTRL en ausencia de tratamiento con doxorrubicina. Esto es intere-

sante, ya que se ha descubierto que la variante rs1799983 en el gen NOS3, que re-

duce la producción de óxido nítrico por parte de la óxido nítrico sintasa 3, tiene un 

efecto protector frente a la doxorrubicina en pacientes de riesgo247. Además, ratones 

Knock-Out para la NOS3 tienen una mayor protección frente al daño por doxorrubi-

cina248. No obstante, después del tratamiento con doxorrubicina no se observaron di-

ferencias en la expresión de NOS3 entre cardiomiocitos CTRL y CTX. Tampoco se 

observaron diferencias en la expresión de NRF2 entre los diferentes grupos experi-

mentales, pero sí que se observaron diferencias en la expresión de NRF1, estando su 

expresión aumentada en los hiPSC-CTRL respecto a los CTX en condiciones basales. 

Ambos genes codifican factores transcripcionales que aumentan la expresión de ge-

nes antioxidantes249, por lo que unos niveles elevados de NRF1 podrían tener un 

efecto protector frente al daño inducido por ROS. Por último, se estudió la expresión 

de TXN, SOD1 y CAT, genes que codifican proteínas encargadas de detoxificar ROS. 

En el caso de TXN no se observaron diferencias, mientras que sí que observamos que 

los niveles de SOD1 estaban incrementados en los hiPSC-CM CTRL tratados con 

doxorrubicina respecto a los CTX. SOD1 codifica la superóxido dismutasa 1, encar-

gada de catalizar la conversión de superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno, 

siendo una de las principales enzimas encargadas de mantener la homeostasis redox 

celular250. Estas diferencias en la expresión génica fueron confirmadas a nivel de pro-

teína mediante Western Blot, por lo que unos niveles de superóxido dismutasa 1 más 

elevados en los hiPSC-CM CTRL después del tratamiento con doxorrubicina respecto 

a los CTX podrían explicar en parte las diferencias observadas en los niveles de ROS 

celulares. También observamos diferencias en la expresión de CAT, que codifica la 

catalasa, encargada de convertir el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno251, es-

tando sus niveles aumentados en hiPSC-CM CTRL tanto en ausencia como presencia 

de doxorrubicina respecto a los CTX. No obstante, estas diferencias no se observaron 

por Western Blot.  

En 2012 Zhang et al. demostraron que el daño genómico causado por la doxorrubicina 

en forma de rupturas de doble cadena en el ADN como consecuencia de su interac-

ción con la Top2β tenía un papel fundamental en la cardiotoxicidad inducida por la 
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doxorrubicina56. En este sentido, quisimos estudiar el daño genotóxico en los hiPSC-

CM CTRL y CTX después del tratamiento con doxorrubicina. Para ello, estudiamos 

los niveles de la p-histona γ-H2AX, ya que este es un marcador de rupturas de doble 

cadena en el ADN252. Se observo tanto por inmunofluorescencia como por Western 

Blot que los niveles de p-histona γ-H2AX eran más elevados en los hiPSC-CM CTX 

tras el tratamiento con doxorrubicina respecto a los cardiomiocitos control. Por otra 

parte, en numerosos estudios se ha visto que la doxorrubicina induce daño mitocon-

drial253. Para estudiar el daño mitocondrial en los cardiomiocitos se realizó una tinción 

con JC-1, que actúa como un sensor del potencial de membrana mitocondrial. Se pudo 

comprobar que las mitocondrias de los hiPSC-CM CTRL tratados con doxorrubicina 

tenían una menor pérdida del potencial de membrana mitocondrial que las mitocon-

drias de los hiPSC-CTX. Estos resultados mostraron que los hiPSC-CTX tienen unos 

mayores niveles de daño genotóxico y mitocondrial causados por el tratamiento con 

doxorrubicina que los hiPSC-CTRL, lo que concuerda con la mayor susceptibilidad a 

la doxorrubicina en términos de viabilidad y apoptosis observadas previamente.  

La doxorrubicina produce la desorganización de los sarcómeros y altera la expresión 

de diversos genes que codifican proteínas sarcoméricas171,177. Para estudiar el efecto 

de la doxorrubicina sobre los sarcómeros de los cardiomiocitos CTRL y CTX se llevó 

a cabo una tinción frente a la troponina cardíaca T y la α-actinina sarcomérica, obser-

vándose una mayor desorganización de estas proteínas en el caso de los hiPSC-CM 

CTX. El grado de desorganización fue cuantificado empleando las imágenes de la α-

actinina sarcomérica, observándose un mayor porcentaje de desorganización sarco-

mérica en los hiPSC-CM CTX tratados con doxorrubicina respecto de los CTRL. Tam-

bién se estudió la expresión de genes que codifican diversas proteínas relacionadas 

con el aparato contráctil de los cardiomiocitos. En el caso de los genes que codifican 

para las cadenas pesadas de la miosina MYH7 y MYH6, se pudo comprobar que tanto 

en las líneas CTRL como las CTX la doxorrubicina produce una regulación a la baja 

de estos genes. No obstante, los niveles de MYH7 en los cardiomiocitos CTRL trata-

dos con doxorrubicina son significativamente superiores a los niveles de MYH7 de los 

cardiomiocitos CTX. Por otra parte, los niveles de MYL3, que codifica la cadena ligera 

de la miosina 3, estaban incrementados en los hiPSC-CM CTX respecto los CTRL 

tanto en ausencia como presencia de doxorrubicina. Esto es interesante, ya que en 

un estudio de nuevos biomarcadores de cardiotoxicidad se descubrió que la Myl3 de-

mostraba elevados niveles de sensibilidad y especificidad como biomarcador de car-

diotoxicidad254, por lo que niveles elevados de MYL3 podrían estar relacionados con 
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la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. Por lo que respecta a los genes TTN y 

NEBL, que codifican para la titina y nebulette, respectivamente, no se observaron di-

ferencias entre las líneas de hiPSC-CM CTRL y CTX. En el caso del gen ACTC1, que 

codifica para la α-actinina cardíaca, se pudo observar unos niveles más elevados en 

los hiPSC-CM CTX en condiciones basales respecto a los CTRL, pero no se observa-

ron diferencias después del tratamiento con doxorrubicina. En cuanto a los genes 

TNNT2 y TNNI3, que codifican para las troponinas cardíacas T e I, respectivamente, 

no se observaron diferencias en la expresión de TNNT2 entre los diferentes grupos 

experimentales, pero sí que se observó una mayor expresión de TNNI3 en los cardio-

miocitos CTX respecto los CTRL en condiciones basales. Esto podría ser relevante ya 

que se ha visto que los niveles elevados de TNNI3 podrían tener efectos cardíacos 

adversos255. No obstante, el tratamiento con doxorrubicina produce una fuerte regula-

ción a la baja de TNNI3 tanto en los cardiomiocitos CTRL como los CTX. Por último, 

se estudiaron los niveles de ANK2, que codifica la anquirina 2. Se observó que los 

niveles de ANK2 estaban aumentados en los hiPSC-CTRL respecto los CTX tanto en 

condiciones basales como después del tratamiento con doxorrubicina. Unos mayores 

niveles de ANK2 podrían ayudar a preservar la estructura de los sarcómeros, ya que 

se ha observado que la anquirina 2 conecta los sarcómeros con el sarcolema, contri-

buyendo a mantener la integridad sarcomérica durante la contracción256. Por otra 

parte, también se ha observado que mutaciones en el gen de la ANK2 pueden agravar 

el síndrome QT largo al interactuar con canales de potasio en la membrana257. 

También se ha visto que la doxorrubicina puede alterar la expresión de canales iónicos 

en cardiomiocitos derivados de iPSC168. En este trabajo hemos estudiado la expresión 

de diversos canales de sodio, calcio y potasio en los cardiomiocitos CTRL y CTX antes 

y después del tratamiento con doxorrubicina, pero en la mayoría de los canales estu-

diados no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre cardiomio-

citos CTRL y CTX ni tampoco diferencias en la expresión causadas por la doxorrubi-

cina. Tan solo se observaron diferencias en el gen SCN5A, que codifica un canal de 

sodio, observándose unos niveles más elevados de este gen en los hiPSC-CM CTX 

tanto en condiciones basales como después del tratamiento con doxorrubicina. Intere-

santemente, se ha visto que las mutaciones en el gen SCN5A pueden relacionarse 

con la cardiomiopatía dilatada258. Además, estas variantes aumentan la susceptibili-

dad al daño por doxorrubicina in vivo.  
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Como ya se ha comentado en la introducción, la doxorrubicina induce la diferenciación 

de los fibroblastos cardíacos a miofibroblastos, produciendo fibrosis intersticial en el 

corazón67. No obstante, los cardiomiocitos también son capaces de activar programas 

inflamatorios y fibrogénicos en respuesta al daño236, por lo que decidimos investigar 

la expresión de genes de la vía de señalización de TGF-β y genes pro-fibróticos. Se 

pudo comprobar que tanto en condiciones basales como después del tratamiento con 

doxorrubicina los niveles de los genes de la vía de TGF-β TGFBR1, SMAD2 y SMAD4 

estaban aumentados en los hiPSC-CM CTX respecto a los CTRL. Como la activación 

de la vía de TGF-β promueve la fibrosis cardíaca, los niveles elevados de mensajero 

de componentes de esta vía en los hiPSC-CM CTX podrían estimular la fibrosis y el 

daño en el miocardio259. Además, hemos observado que los niveles de POSTN y 

FBN1, que codifican para la periostina y la fibrilina 1, respectivamente, están aumen-

tados en los hiPSC-CM CTX después del tratamiento con doxorrubicina respecto a los 

CTRL. La periostina y la fibrilina 1 son proteínas de matriz extracelular cuya expresión 

aumenta en el desarrollo de la fibrosis y el remodelado cardíaco260,261, por lo que una 

mayor expresión de estos genes después del tratamiento con doxorrubicina podría 

aumentar el proceso fibrótico. 

También se estudió la expresión de GDF15 y CKM, los cuales codifican para el factor 

de crecimiento y diferenciación 15 y la creatina quinasa, respectivamente. Hemos ob-

servado que la expresión de estos genes se encuentra aumentada en los hiPSC-CM 

CTX tras el tratamiento con doxorrubicina en comparación con los hiPSC-CM control. 

El aumento de estas proteínas está relacionado con el daño miocárdico en la insufi-

ciencia cardíaca y el infarto de miocardio262,263. Además, GDF15 forma parte de la 

superfamilia de proteínas del TGF-β y se ha visto que su expresión es muy elevada e 

los cardiomiocitos después del daño por isquemia y reperfusión y después del infarto 

de miocardio, además de verse relacionado con los procesos inflamatorios y la fibrosis 

cardíaca264 . Los resultados obtenidos muestran que GDF15 también podría tener un 

papel importante en la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. 

Por último, decidimos estudiar la expresión de diversos miARNs (hsa-miR-1-3p, hsa-

miR-22-3p, hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-90b-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-148a-3p, 

hsa-miR-150-5p, hsa-miR-192-5p y hsa-miR-4732-3p) que han mostrado efectos car-

dioprotectores en diversas patologías cardíacas, para ver si la doxorrubicina alteraba 

su expresión y había diferencias entre los hiPSC-CM CTRL y los CTX. El miR-1-3p y 

el miR-133a-3p son dos miARNs altamente expresados en los cardiomiocitos204,212 y 
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se ha podido ver que la administración de mimics de estos miARNs tiene un efecto 

cardioprotector frente a la hipertrofia cardíaca209,210,212. Por otra parte, se ha visto que 

el miR-30b-5p y el miR-22-3p son capaces de contener la fibrosis en ratones después 

del infarto de miocardio265. También se ha comprobado que la sobreexpresión del 

miR-30b-5p en el corazón de ratones transgénicos disminuye el tamaño del infarto y 

reduce la muerte de cardiomiocitos después del daño por isquemia y reperfusión266. 

En cuanto al miR-148a-3p, se ha podido comprobar que la transducción de este 

miARN mediante virus adeno-asociados protege el corazón en un modelo de disfun-

ción sistólica inducida por sobrecarga en ratón, evitando la dilatación ventricular267 y 

la administración de exosomas derivados de macrófagos M2 con el miR-148a-3p dis-

minuye el daño miocárdico en un modelo de daño por isquemia y reperfusión en 

rata268. El miR-150-5p tiene un efecto antifibrótico269,270 y su administración disminuye 

la muerte de los cardiomiocitos en un modelo de daño miocárdico por choque séptico 

en rata271 y un modelo de daño por isquemia y reperfusión en ratón272. Por el contrario, 

el miR-192-5p favorece la apoptosis en un modelo in vitro de daño por isquemia y 

reperfusión273. En cuanto al miR-4732-3p, se ha visto que este miARN tiene un efecto 

cardioprotector frente al daño por isquemia y reperfusión y, además, disminuye la fi-

brosis y promueve la angiogénesis229. Todos los miARNs estudiados, exceptuando el 

miR-4732-3p, muestran el mismo patrón de expresión, observando un incremento de 

su expresión después del tratamiento con doxorrubicina solamente en los hiPSC-CM 

CTRL, observándose niveles significativamente superiores de estos miARNs en los 

hiPSC-CM CTRL tratados con doxorrubicina comparados con los CTX. Por su parte, 

el miR-4732-3p está infraexpresado en los hiPSC-CM CTX respecto a los CTRL en 

condiciones basales, pero no después del tratamiento con doxorrubicina. Esto con-

cuerda con una mayor sensibilidad frente al daño de los hiPSC-CM CTX respecto a 

los CTRl inducida por niveles anormalmente bajos de este miARN cardioprotector. 

Puesto que la mayoría de estos miARNs tienen efectos cardioprotectores, las diferen-

cias en su expresión entre los cardiomiocitos CTRL y CTX después del tratamiento 

con doxorrubicina podrían estar relacionados con la cardiotoxicidad inducida por an-

traciclinas y sería interesante estudiarlos con mayor profundidad en este contexto.  

A lo largo de este trabajo se ha demostrado que los cardiomiocitos derivados de hiPSC 

obtenidas de pacientes oncológicos pediátricos que sufrieron cardiotoxicidad inducida 

por antraciclinas tienen una mayor susceptibilidad al daño inducido por doxorrubicina 

in vitro comparados con cardiomiocitos de hiPSC control. Se ha visto que los hiPSC-

CM CTX, después del tratamiento con doxorrubicina, tienen una menor viabilidad, 
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mayores niveles de apoptosis, más estrés oxidativo, mayor daño genotóxico, mayor 

daño mitocondrial, y mayor desorganización sarcomérica, que los hiPSC-CM CTRL. 

Además, se han observado diferencias en la expresión de proteínas, ARNms y 

miARNs que podrían explicar, en parte, las diferencias relativas a la susceptibilidad 

frente al daño por doxorrubicina entre las líneas de hiPSC-CM CTRL y CTX. Todo ello, 

convierte los hiPSC-CM CTX en un buen modelo para el estudio de la cardiotoxicidad 

inducida por antraciclinas, pudiendo emplearse para estudiar las bases moleculares 

de la enfermedad, así como para el cribado de fármacos y búsqueda de nuevas es-

trategias terapéuticas. No obstante, este trabajo tiene serias limitaciones que hay que 

tener en cuenta. En primer lugar, la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas en los 

pacientes de los cuales se derivaron las líneas de hiPSC es idiopática. Esto hace que 

no sea posible obtener controles isogénicos de las líneas de hiPSC-CM CTX, los cuá-

les serían el mejor control para comprender las diferencias en la susceptibilidad a la 

doxorrubicina. Por este motivo, también sería necesario aumentar el número de líneas 

CTRL y CTX, ya que es bajo. No obstante, estas líneas fueron derivadas de pacientes 

pediátricos con cardiotoxicidad inducida por antraciclinas temprana, cuya incidencia 

es muy baja, motivo por el cuál es difícil aumentar el número de líneas de cardiomio-

citos CTX. En segundo lugar, los cardiomiocitos obtenidos mediante el protocolo utili-

zado son inmaduros y podrían no reflejar fielmente el fenotipo de los cardiomiocitos 

maduros frente al daño por doxorrubicina y las dosis de doxorrubicina empleadas in 

vitro son superiores a la dosis que habría en el corazón durante el tratamiento en los 

pacientes. Por tanto, se podría intentar mejorar el modelo de cardiotoxicidad inducida 

por antraciclinas in vitro mejorando la maduración de los cardiomiocitos y regulando 

las dosis de doxorrubicina. Por último, los cardiomiocitos empleados son cardiomioci-

tos ventriculares fundamentalmente. Sería necesario el estudio de la cardiotoxicidad 

inducida por antraciclinas también en cardiomiocitos auriculares e incluso en otros 

tipos celulares cardíacos como fibroblastos o células endoteliales, ya que estos tam-

bién pueden ser dañados por las antraciclinas. De hecho, se podrían generar micro-

tejidos que incorporasen cardiomiocitos, fibroblastos y células endoteliales de las 

hiPSC de los pacientes para estudiar la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas en 

un modelo in vitro multicelular más similar al corazón. 
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2. Papel cardioprotector del miR-4732-3p frente al 

daño inducido por doxorrubicina  

 

Los miARNs juegan un papel fundamental en la enfermedad cardíaca, y se ha visto 

que pueden ser empleados como biomarcadores o como agentes terapéuticos. Por lo 

que respecta a la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, no hay muchos biomar-

cadores que puedan predecir el desarrollo de una enfermedad cardíaca sintomática. 

En este estudio se investigó la relación entre miARNs identificados por miARNseq 

seguido de un análisis de regresión, y la disminución de la fracción de eyección ven-

tricular izquierda medida por ecocardiografía. Empleando esta aproximación, hemos 

encontrado 25 miARNs relacionados con la cardiotoxicidad temprana posterior al tra-

tamiento con antraciclinas, los cuales son potenciales biomarcadores o agentes tera-

péuticos para prevenir o tratar la cardiotoxicidad. Muchos de los miARNs detectados 

en este estudio han sido relacionados previamente con la cardiotoxicidad inducida por 

antraciclinas. Por ejemplo, los miARNs de Rattus norvegicus rno-miR-26, rno-miR-30, 

rno-miR-146a y rno-miR-150, homólogos a los miARNs humanos, se encuentran des-

regulados después del tratamiento con doxorrubicina en cardiomiocitos ventriculares 

de rata y en un modelo in vivo en rata de fallo cardíaco crónico inducido por antraci-

clinas274. Además, en una revisión sistemática, los miARNs miR-16-5p, miR-25-3p, 

miR-92a y miR-486 fueron asociados con la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas 

en pacientes con cáncer de mama275. Igualmente, el miR-486-3p y el miR-486-5p han 

mostrado una expresión diferencial después del tratamiento con doxorrubicina que 

ocurre antes de la expresión de otros marcadores de citotoxicidad169. 

Nosotros nos hemos centrado en el miR-4732-3p, ya que es el miARN más desregu-

lado entre los pacientes que experimentaron cardiotoxicidad inducida por antraciclinas 

en nuestro estudio, como muestran los tres modelos de regresión empleados. Me-

diante RT-qPCR se confirmó que este miARN se encuentra desregulado entre los ca-

sos y los controles. Aunque se sabe poco sobre este miARN, se sabe que está codi-

ficado dentro del locus del miR-144/451 y la reducción de los niveles de este miARN 

están relacionadas con una reducción de la supervivencia de las células eritroides y 

una menor eritropoyesis237. Además, el miR-4732-3p forma parte de una firma de 

miARN asociada al deterioro de la función cardíaca, indicando la posible relación de 

este miARN en procesos patológicos cardíacos200. 
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Para estudiar el efecto cardioprotector del miR-4732-3p frente al daño inducido por 

doxorrubicina se emplearon células cardíacas neonatales de rata, las cuales fueron 

suministradas con un mimic sintético de este miARN y, después fueron tratadas con 

doxorrubicina. La administración del mimic-4732 se realizó mediante transfección em-

pleando lipofectamina, un reactivo que encapsula el mimic en liposomas y permite su 

captación por las células. Se pudo comprobar que las dosis testadas del mimic-4732 

no tuvieron un efecto perjudicial sobre los cardiomiocitos neonatales de rata. Además, 

se estudió si la doxorrubicina producía un aumento del miR-4732-3p in vitro en las 

células de rata, observándose que tanto en los cardiomiocitos como los fibroblastos 

cardíacos el tratamiento con doxorrubicina produce un aumento de la expresión del 

este miARN. Esto contrasta con lo observado en los hiPSC-CM CTRL y CTX, ya que 

en estos no observamos que el tratamiento con doxorrubicina alterara la expresión del 

miR-4732-3p. Esto podría ser debido a diferencias entre especies o al diferente grado 

de maduración de las células cardíacas. 

La transfección del mimic-4732 previamente al tratamiento con doxorrubicina tanto en 

los cardiomiocitos neonatales de rata (NRCM) como en los fibroblastos cardíacos de 

la misma especie (RCF) disminuyó la apoptosis, el estrés oxidativo y preservó la via-

bilidad celular. Además, en los cardiomiocitos se pudo observar que el tratamiento con 

el mimic-4732 aumentó la expresión de Nfe2l2 y Nrf1. Ambos genes codifican para 

factores de transcripción encargados de inducir la expresión de proteínas antioxidan-

tes249,276, por lo que su regulación indirecta por parte del miR-4732-3p podría estar 

relacionada con su efecto cardioprotector. 

Para comprender mejor la biología del miR-4732-3p y su relación con el corazón, de-

cidimos estudiar su expresión en diferentes órganos de ratas Wistar de 30 días de 

edad. De todos los órganos estudiados, se pudo comprobar que la expresión del miR-

4732-3p estaba aumentada en el corazón. Además, también se estudió la expresión 

del miR-4732-3p en corazón en ratas de diferentes edades. Observamos que la ex-

presión de este miARN aumenta con la edad en el corazón.  

También quisimos estudiar el efecto del miR-4732-3p frente al daño inducido por do-

xorrubicina in vivo. Para ello, se emplearon ratas Wistar, las cuales fueron suministra-

das con doxorrubicina de forma intraperitoneal (2 mg/kg) una vez por semana durante 

6 semanas (dosis acumulada de 14 mg/kg) y, a las semanas 2 y 4, se administró el 

mimic-4732 (0,3 µg/kg) de forma intravenosa en una formulación liposomal. La función 

cardíaca de las ratas fue evaluada previamente al tratamiento con doxorrubicina y a 
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las 7 semanas del comienzo de este. Comprobamos que la administración mimic-4732 

redujo la pérdida de peso causada por la doxorrubicina. Además, observamos que el 

mimic-4732 preservaba la función cardíaca de las ratas tratadas con doxorrubicina, 

mejorando el cambio porcentual de área. Por otra parte, también se evaluó la expre-

sión del miR-4732-3p después del tratamiento con doxorrubicina, observándose una 

elevación de los niveles del miR-4732-3p después del tratamiento, lo que concuerda 

con lo observado en los cardiomiocitos neonatales de rata. 

Después del tratamiento con doxorrubicina, los animales se sacrificaron y los corazo-

nes fueron procesados para su análisis histológico. Observamos que el miR-4732-3p 

también es capaz de proteger el corazón del estrés oxidativo in vivo, como evidencia 

la tinción frente al 4-HNE, un producto de la peroxidación de lípidos que aumenta con 

el estrés oxidativo277, y la apoptosis, determinado mediante la técnica de TUNEL278. 

Además, el mimic-4732 disminuye la fibrosis y la acumulación de periostina en el tejido 

cardíaco. La periostina es una proteína cuya expresión aumenta durante el proceso 

fibrótico y es un marcador de miofibroblastos279, por lo que es posible que el miR-

4732-3p prevenga la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos. De hecho, la te-

rapia anti-fibrótica dirigida a miofibroblastos ha sido propuesta como tratamiento para 

pacientes con fallo cardíaco avanzado280. Estos descubrimientos se ajustan a lo ob-

servado en el trabajo previo de nuestro grupo mostrando que el miR-4732-3p puede 

proteger el corazón frente al daño por hipoxia en un modelo de infarto de miocardio 

en rata, induciendo la angiogénesis y reduciendo el tamaño del infarto229. El hecho de 

que el miR-4732-3p pueda ejercer efectos cardioprotectores frente a dos tipos dife-

rentes de daño miocárdico ponen de manifiesto su relación con los mecanismos de 

supervivencia y antioxidantes esenciales para la reparación del tejido cardíaco.  

Para comprender mejor el mecanismo de acción del miR-4732-3p, decidimos explorar 

la regulación de Smad2, un componente de la vía de señalización de TGF-β, y YAP y 

p-YAP, como efectores principales de la vía de señalización de Hippo238–240, en células 

cardíacas humanas (fibroblastos cardíacos humanos y cardiomiocitos derivados de 

hiPSC). Se ha demostrado que el miR-4732-3p promueve la proliferación al inhibir la 

traducción de Smad2 y Smad4 en progenitores eritroides CD34+ humanos237. Noso-

tros observamos que la sobreexpresión de miR-4732-3p producía una disminución de 

los niveles de Smad2 en los hiPSC-CM. No obstante, en nuestras condiciones expe-

rimentales no observamos cambios en los niveles de Smad2 después de la sobreex-

presión del miR-4732-3p en los HCF, lo que podría indicar un papel diferente de este 
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miARN en distintos tipos celulares. Por lo que respecta a YAP y p-YAP, los resultados 

presentados aquí son preliminares. Los miARNs actúan disminuyendo la traducción 

de sus ARNms diana. Nosotros observamos que el miR-4732-3p disminuye los niveles 

de p-YAP sin alterar los de YAP, por lo que pensamos que una de las quinasas aguas 

arriba en la vía de señalización de Hippo podría ser una diana del miR-4732-3p. El 

hecho de que el miR-4732-3p disminuya los niveles de p-YAP tanto en hiPSC-CM 

como HCF es interesante, ya que la reducción de la fosforilación podría evitar el se-

cuestro citoplasmático de YAP, promoviendo su translocación al núcleo como factor 

transcripcional y la activación de la vía de Hippo281. En este contexto, recientemente 

se ha descrito que los niveles de p-YAP se encuentran incrementados en cultivos de 

cardiomiocitos tratados con doxorrubicina, pero el fármaco cardioprotector melatonina 

es capaz de disminuir sus niveles en comparación con cultivos no tratados. Además, 

los autores demostraron que los niveles de YAP contribuyen al efecto cardioprotector 

de la melatonina en la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina tanto in vivo como in 

vitro ya que un RNA de silenciamiento contra YAP elimina el efecto beneficioso de la 

melatonina282.  

Además, el hecho de que el miR-4732-3p tenga un efecto cardioprotector indepen-

dientemente del tipo celular testado nos permite especular que el miR-4732-3p juega 

un papel pro-supervivencia no solo en el contexto de la cardiotoxicidad y el fallo car-

díaco, sino también en otras condiciones de estrés. De hecho, este microARN ha sido 

el único desregulado después de vuelos espaciales en el cargamento de vesículas 

extracelulares pequeñas obtenidas del plasma de los astronautas y estudios in silico  

han correlacionado este miARN con procesos cardíacos y cerebrales283. Esto también 

concuerda con nuestro análisis funcional de genes diana predichos del miR-4732-3p, 

el cual incluye genes de las vías de señalización TGF-β, BMP y VEGF, las cuales 

ejercen funciones clave en procesos de supervivencia como la reparación cardíaca y 

la regeneración284,285. En este contexto, el análisis in silico mostró una fuerte interac-

ción con los miARNs miR-29b-3p, miR-125b-5p, miR-145-5p, y miR-155-5p. Aunque 

el análisis de interactoma no proporcionó vías específicas en las que estas moléculas 

estuvieran involucradas, estudios previos han mostrado su papel en procesos simila-

res. Por ejemplo, el miR-29b-3p está regulado a la baja después del infarto de miocar-

dio y su inhibición induce fibrosis cardíaca213. La regulación a la baja del miR-29a-3p 

se asoció con la fibrosis pulmonar mediada por TGF-β y este miARN mostró un papel 

clave en la activación inducida por hipoxia de los fibroblastos pulmonares286. El miR-

125-5p está involucrado en el control de la respuesta inflamatoria y la apoptosis celular 
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y está asociado con el accidente cerebrovascular287,288. El miR-145-5p está regulado 

a la baja en pacientes con fallo cardíaco y ha sido relacionado con las vías de señali-

zación de TGF-β y WNT289. Por otra parte, el miR-155-5p promueve la fibrosis inters-

ticial y su inhibición mejora la función cardíaca en un modelo de infarto de miocardio 

en ratón290. Interesantemente, el miR-155-5p está regulado al alta en el daño cardíaco 

inducido por isoproterenol291. Sin embargo, en nuestro conocimiento, no se ha encon-

trado relación entre estos microARN y la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas. 

Se han descrito otros miARNs con efectos cardioprotectores frente al daño inducido 

por antraciclinas y por la isquemia similares al mostrado por el miR-4732-3p, pero 

ninguno ha sido probado frente ambos tipos de daño cardíaco. Por ejemplo, la sobrex-

presión en corazón del miR-204 mediada por virus adeno-asociados en un modelo de 

cardiotoxicidad inducida por antraciclinas ha mostrado tener un efecto cardioprotector 

vía la inhibición de HMGB1292. En otro estudió se demostró que la administración de 

un mimic del miR-30e in vitro en cardiomiocitos tratados con doxorrubicina disminuye 

la apoptosis al inhibir la expresión de la beclina-1293. Por otra parte, en el contexto de 

la cardioprotección frente al infarto de miocardio, se ha visto que la expresión del miR-

19a/19b está aumentada en pacientes con fallo cardíaco, y la inyección intracardíaca 

de mimics sintéticos de estas moléculas tiene un efecto cardioprotector en ratones 

después del infarto de miocardio294. 

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, el número de casos en la 

cohorte principal y la cohorte de validación es bajo, por lo que hace falta verificar los 

datos en cohortes más grandes. En segundo lugar, las medidas de la función cardíaca 

mostraron una preservación del cambio porcentual de área en los animales tratados 

con doxorrubicina en respuesta a la infusión de mimic-4732, pero no se observaron 

diferencias en la fracción de acortamiento. Esto sugiere que, aunque la preservación 

del tejido cardíaco queda patente en términos de reducción de la fibrosis y una perfu-

sión mejorada, se requiere ajustar la dosis de mimic-4732 y una mejora de los méto-

dos de administración para evitar la disfunción cardíaca. Finalmente, hemos empleado 

un modelo de cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina en ratas macho, mientras 

que la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas puede afectar tanto a pacientes varo-

nes como mujeres. La verificación del efecto cardioprotector del miR-4732-3p después 

del tratamiento con doxorrubicina debería realizarse empleando también ratas hem-

bra. 
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3. Efecto del miR-4732-3p sobre el daño inducido 

por doxorrubicina en cardiomiocitos derivados de 

hiPSC  

Por último, quisimos comprobar, por una parte, si los hiPSC-CM CTX podían constituir 

un buen modelo para probar nuevos fármacos cardioprotectores, y por otra parte com-

probar si el efecto cardioprotector del miR-4732-3p observado en los cardiomiocitos 

neonatales de rata también se replicaba en cardiomiocitos humanos derivados de 

iPSC. Observamos que la transfección empleando los mimics-NC y 4732, tanto en 

hiPSC-CM CTRL como CTX, tenía un efecto tóxico, disminuyendo la viabilidad de es-

tos. En los hiPSC-CM CTRL la transfección con el mimic-4732 no mejoró la viabilidad 

de los cardiomiocitos tratados solamente con doxorrubicina, pero sí que mejoró signi-

ficamente la viabilidad de los cardiomiocitos transfectados con el mimic-NC y tratados 

con doxorrubicina. Esto podría deberse a que en ambos casos la transfección genera 

una toxicidad basal y, después del tratamiento con doxorrubicina, ese daño es todavía 

mayor. Por otra parte, esto no se observa en los cardiomiocitos de los pacientes. Esto 

podría deberse a que son más susceptibles al daño y la transfección les afecta más. 

Además, probamos un tratamiento con dexrazoxano, un fármaco que se sabe que es 

cardioprotector frente al daño por doxorrubicina, y tanto en los cardiomiocitos CTRL 

como en los CTX mejora la viabilidad de las células frente al daño por doxorrubicina.  

Los datos de cardioprotección con el miR-4732-3p son preliminares y hay varios as-

pectos que pueden ser mejorados. En primer lugar, observamos un efecto tóxico de 

la transfección con los mimic que no habíamos observado en cardiomiocitos neonata-

les de rata. Esto podría deberse a que los hiPSC-CM son más susceptibles a la trans-

fección que los NRCM. En la transfección se utilizó lipofectamina 3000. En un estudio 

llevado a cabo por Lessiza et al. se probaron diferentes formulaciones lipídicas comer-

ciales para la transfección de cardiomiocitos, y se concluyó que la formulación más 

efectiva y menos tóxica es la Lipofectamina RNAiMAX222. Por tanto, para reducir la 

toxicidad de la transfección del miR-4732-3p en hiPSC-CM se podrían emplear otras 

formulaciones lipídicas como la antes mencionada. Además, sería necesario ajustar 

bien la dosis de mimic, ya que se ha visto que la transfección de mimic de miARN a 

elevadas concentraciones puede producir una elevación de los niveles de miARN su-

periores a los fisiológicos, causando efectos adversos en las células que no están 

relacionados con sus genes diana295. 
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Por otra parte, los hiPSC-CM CTX tratados con dexrazoxano mejoran su viabilidad 

después del tratamiento con doxorrubicina, indicando que estás células constituyen 

un buen modelo para el cribado de fármacos cardioprotectores frente al daño por do-

xorrubicina. No obstante, sería necesario probar nuevos agentes tanto cardiotóxicos 

como cardioprotectores para validar el modelo. 
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• Los hiPSC-CM de los pacientes que sufrieron cardiotoxicidad inducida por an-

traciclinas recapitulan la susceptibilidad al daño inducido por doxorrubicina, en 

términos de viabilidad celular, apoptosis, estrés oxidativo, daño genómico, daño 

mitocondrial, y desorganización de los sarcómeros. 

 

• La doxorrubicina altera de forma diferencial la expresión de genes relacionados 

con el estrés oxidativo, los sarcómeros, y la fibrosis en los hiPSC-CM de los 

pacientes y los hiPSC-CM CTRL.  

 

• La doxorrubicina altera de forma diferencial la expresión de miARNs con efec-

tos cardioprotectores en los hiPSC-CM de los pacientes y los hiPSC-CM CTRL. 

 

• Los hiPSC-CM de los pacientes pediátricos que experimentaron cardiotoxici-

dad constituyen un buen modelo para el estudio de los mecanismos de acción 

de la doxorrubicina y el cribado de nuevos fármacos cardioprotectores. 

 

• La sobreexpresión del miR-4732-3p tiene un efecto protector y antioxidante en 

células cardíacas de rata frente al daño inducido por doxorrubicina. 

 

• La administración del miR-4732-3p en ratas tratadas con doxorrubicina pre-

viene el deterioro de la función cardíaca, disminuye el estrés oxidativo y la 

apoptosis en el corazón, disminuye la fibrosis cardíaca y favorece la vasculari-

zación. 

 

• El miR-4732-3p regula, al menos en parte, las vías de señalización de Hippo y 

TGF-β. 

 

• El miR-4732-3p podría utilizarse como una nueva herramienta terapéutica 

frente a la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas.  
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